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RESUME 
MODULATION DES PROPRIETES MECANIQUES DE CELLULES 
STIMULEES PAR L'ANGIOTENSINE II, LA THROMBINE ET LA 
BRADYKININE : IMPLICATIONS VASCULAIRES. 
CHARLES M. CUERRIER 
Departement de pharmacologic 
These presentee en vue de l'obtention du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.) 
Les fonctions vasculaires sont regulees par diverses stimulations biochimiques ou 
mecaniques qui activent les differentes cellules composant les vaisseaux sanguins. Les 
reponses cellulaires qui en resultent peuvent impliquer une reorganisation du 
cytosquelette, des changements morphologiques, l'expression de proteines membranaires 
ou la liberation de nombreux mediateurs. Tous ces evenements sont susceptibles 
d'influencer les proprietes mecaniques des cellules. Ainsi, le but de la presente etude est 
de determiner 1'impact de 1'activation de certains recepteurs au niveau des proprietes 
mecaniques des cellules, des modifications qui pourraient avoir de fortes implications au 
niveau vasculaire. Pour ce faire, nous avons utilise deux approches experimentales 
permettant d'evaluer des changements morphologiques et mecaniques de tres faible 
amplitude : la microscopie a force atomique (AFM) et la resonance des plasmons de 
surface (SPR). Nous avons ainsi etudie les effets de l'activation des recepteurs de 
l'angiotensine II, la thrombine et la bradykinine sur la morphologie et les proprietes 
mecaniques de modeles cellulaires importants dans 1'etude des fonctions vasculaires. 
Nous avons observe que l'activation du recepteur ATi pour l'angiotensine II induit une 
reponse mecanique transitoire qui se traduit par une contraction du corps cellulaire, une 
augmentation du module d'elasticite de la cellule et une diminution de l'integrite de 
l'epithelium. Quant a l'activation du recepteur PAR-1 pour la thrombine et du recepteur 
B2 pour la bradykinine, celle-ci provoque aussi une modification de la rigidite des 
cellules, mais de facon soutenue dans le temps. Ces deux agonistes augmentent aussi 
1'interaction entre la membrane et le cytosquelette, un phenomene observe par 
1'augmentation des forces requises pour retirement de la membrane cellulaire. Ainsi, la 
presente etude montre qu'une cellule peut subir des modifications importantes au niveau 
de ses proprietes mecaniques suivant son activation par differents agonistes, ce qui peut 
avoir des consequences directes sur certaines fonctions physiologiques dependantes des 
proprietes mecaniques des vaisseaux. En effet, ces changements observes au niveau de la 
cellule pourraient, entre autres, contribuer au controle du diametre et de la compliance 
des capillaires, a l'adhesion des cellules inflammatoires ainsi que modifier la perception 
de stimuli mecaniques par les cellules endotheliales. 
Mots clefs: Angiotensine II, Bradykinine, Contraction cellulaire, Cytosquelette, 
Extension membranaire, Mecanotransduction, Microcirculation, Microscopie a force 
atomique, Module d'elasticite, Morphologie cellulaire, Reponse mecanique cellulaire, 
Resonance des plasmons de surface, Signalisation cellulaire, Thrombine. 
INTRODUCTION 
1 
1. PREAMBULE : 
Plusieurs fonctions physiologiques de notre organisme dependent de la possibility de 
generer ou de resister a des forces mecaniques. Ces forces peuvent provenir, entre autres, 
de la contraction des muscles, de la pression sanguine, des forces de cisaillement exercees 
par l'ecoulement du sang dans les vaisseaux ou de l'adhesion d'une cellule sur une autre 
(DAVIES, 1995; ERNSTROM et CHALFIE, 2002; LEHOUX et TEDGUI, 2003). Ces 
differentes forces proviennent des cellules qui composent nos organes. Ces cellules, par la 
modification de leurs etats mecaniques, permettent le maintien de l'homeostasie de 
l'organisme. Dans le systeme vasculaire, nous savons que le tonus des vaisseaux sanguins 
est directement controle par Taction des cellules musculaires lisses qui les entourent. En 
effet, ces cellules ont developpe au cours de revolution la capacite de se contracter ou de 
se relaxer suite a leur activation par differents stimuli nerveux ou hormonaux (agonistes). 
Mais qu'en est-il des autres cellules qui composent nos vaisseaux? Est-il possible que ces 
autres cellules, plus particulierement les cellules endotheliales, aient un impact sur la 
mecanique des vaisseaux et soient impliquees mecaniquement dans differents processus 
de la physiologie vasculaire? 
Au cours des dernieres annees, plusieurs groupes de recherches ont observe 1'apparition 
de nouveaux phenomenes physiologique et pathologique qui soulevent plusieurs 
questions. Un de ceux-ci est la mise en evidence d'une relation entre 1'hypertension et 
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l'apparition de changements structuraux dans la microcirculation (HARPER, et al, 1978; 
LE NOBLE, etal, 1990; NOON, et al, 1997). En effet, une rarefaction fonctionnelle et 
stmcturale de la microcirculation chez les patients hypertendus a ete remarquee. Ce 
phenomene, qui se traduit physiologiquement par une diminution du diametre de la 
lumiere ou de la densite des capillaires, pourrait etre en partie responsable de 
1'augmentation de la resistance peripherique et pourrait ainsi mener progressivement au 
developpement de l'hypertension (BOUDIER, 1999; LEVY, et al, 2001; VICAUT, 
1999a, b). En principe, etant donne Pabsence anatomique normale des cellules 
musculaires lisses dans les capillaires, on devrait observer une absence d'une modulation 
mecanique du passage du sang dans ces petits vaisseaux. Ceci justifie un questionnement 
quant a l'implication des autres cellules vasculaires dans les aspects mecaniques de la 
microcirculation. Une des explications serait la presence de cellules adventitielles ayant la 
capacites de ce contracter (perycites). Mais qu'en est-il de l'implication mecanique des 
cellules endothelials? 
L'etude de la mecanique des tissus a l'aide de bains d'organes isoles a grandement 
contribue a jeter les bases de la pharmacologic du systeme vasculaire. Cette technique, qui 
consiste en l'isolation d'un tissu cible, comme un vaisseau sanguin, et a etudier ses 
changements de tonus a l'aide d'un transducteur de force, a permis la decouverte et la 
caracterisation de plusieurs peptides bioactifs et de leurs recepteurs. Toutefois, les effets 
de P activation de ces recepteurs sur les proprietes mecaniques de chacune des 
composantes cellulaires du tissu etudie, et plus particulierement la cellule endotheliale, 
n'ont que tres peu ete explores. Nous savons que certains peptides vasculaires, comme 
.3 
l'angiotensine II, la thrombine et la bradykinine, peuvent induire une modulation de la 
morphologie des cellules endotheliales, des changements qui sont associes a certaines 
reponses physiologiques tel que le controle de la permeabilite vasculaire (COUGHLIN, 
2000; DE GASPARO, et al, 2000; MACFARLANE, et al, 2001; MEHTA et 
GRIENDLING, 2007; MEHTA et MALIK, 2006; NOBE, et al, 2005; REGOLI, et al, 
1998). Ces changements sont observables par differentes techniques dont la microscopie a 
contraste de phase et la mesure de la resistance trans-endotheliale (TER). Toutefois, la 
modification des proprietes mecaniques des cellules endotheliales et leurs implications 
directes dans la physiologie vasculaire demeurent a etre elucidees. Ainsi, une etude plus 
approfondie des changements morphologiques et des proprietes mecaniques de la 
membrane des cellules endotheliales est requise aim de mieux comprendre 1'implication 
de ces cellules dans le controle du tonus et de la permeabilite vasculaire. 
La presente these de doctorat vise a etudier l'impact de l'activation de certains recepteurs, 
tels le recepteur ATi de l'angiotensine II, le recepteur PAR-1 de la thrombine et le 
recepteur E$2 de la bradykinine, sur les proprietes mecaniques de cellules individuelles afin 
de mieux comprendre leurs contributions dans certains processus physiologiques et 
pathophysiologiques. Ces etudes ont ete realisees a l'aide de nouvelles approches 
experimentales capables de detecter et de quantifier les changements morphologiques et 
mecaniques qui surviennent dans la cellule isolee. 
2. LE SYSTEME VASCULAIRE : 
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2.1HIST0RI0UE: 
Les premiers ecrits decrivant la presence d'un systeme de conduits permettant le passage 
du sang dans l'organisme remontent au Ve siecle avant J-C. C'est a la suite de nombreuses 
descriptions du systeme cardiovasculaire erronees que William Harvey (1578-1657) fit la 
premiere description complete de ce systeme dans son ouvrage « Un exercice anatomique 
sur le mouvement du cceur et du sang dans les etres vivants » publie en 1628. Par la suite, 
Marcello Malpighi (1628-1694) identifia pour la premiere fois la presence de la 
microcirculation et des capillaires a l'aide d'observations microscopiques en 1661. 
2.2 LES SYSTEMES CIRCULATOIRES : 
Le corps, humain est compose de deux systemes circulatoires ayant comme origine et 
destination le coeur: la circulation systemique (grande) et la circulation pulmonaire 
(petite). Les vaisseaux sanguins qui composent ces systemes circulatoires sont repartis en 
trois groupes ayant chacun une composition histologique particuliere : les arteres, les 
capillaires et les veines. Ces differents vaisseaux ont tous un role different. Pour 
commencer, le sang qui est expulse du coeur emprunte les arteres. Celles-ci peuvent etre 
separees en deux groupes : les arteres elastiques et les arteres musculaires. Les arteres 
offrent generalement peu de resistance au passage du sang, mais permettent de maintenir 
une pression sanguine constante: ce sont des vaisseaux de conductance. Les arteres 
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elastiques ont un gros diametre (ex : aorte) et elles sont composees d'une grande quantite 
de fibres elastiques qui leurs donnent la qualite d'etre deformable et de transformer le flux 
sanguin pulsatile en flux continu. Dans le cas des arteres musculaires, celles-ci possedent 
une grande quantite de fibres musculaires qui permettent la vasoconstriction du vaisseau 
et la regulation de la distribution du sang a l'ensemble de l'organisme. Pour leur part, les 
arterioles ont un role de resistance qui assure le maintien de la pression sanguine et un 
apport sanguin constant dans les capillaires, ceci grace a la modulation de leur diametre. 
Par la suite, le sang traverse les capillaires qui sont le site ou l'essentiel des echanges des 
nutriments avec les tissus survient. Finalement, le sang emprunte les veines, qui sont des 
vaisseaux de capacitance, car elles contiennent la grande majorite du sang present dans 
Porganisme. Les vaisseaux sanguins ayant un diametre inferieur a 150um sont considered 
comme faisant partie de la microcirculation, ce qui inclut les arterioles, les capillaires et 
les veinules (VICAUT, 1999a). La distribution et la vitesse du flux sanguin dans la 
microcirculation s'effectuent grace a une coordination entre les arterioles, les capillaires et 
les veinules en fonction de la demande metabolique locale et regionale de l'organisme. 
2.3 LA COMPOSITION HISTOLOGIOUE DES VAISSEAUX SANGUINS : 
La grande variete des dimensions et des roles joues par les differents vaisseaux sanguins 
formant le systeme vasculaire mene a des differences dans leur composition histologique 
(Figure 1). En general, ils sont composes par trois tuniques qui entourent la lumiere des 
vaisseaux. La premiere, riomme intima, est formee par une monocouche de cellules 
endotheliales (pavimenteux simple: endothelium) et par une lame basale formee de 
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collagene. L'intima est la seule tunique qui est presente a tous les niveaux du systeme 
vasculaire. La deuxieme tunique, la media, est principalement composee de cellules 
musculaires lisses disposees en anneaux et de fibres elastiques. Cette couche cellulaire est 
generalement la plus epaisse et elle est responsable des changements de diametre des 
vaisseaux par l'activation des cellules musculaires lisses (vasoconstriction et 
vasodilatation). Finalement, ont retrouve l'adventice qui est la tunique externe des 
vaisseaux. Elle est composee de fibroblastes orientes longitudinalement et de fibres de 
collagenes. Cette tunique est irriguee par un reseau de capillaires (vaso vasorum) 
responsable de 1'apport de nutriments aux cellules eloignees de la lumiere des gros 
vaisseaux. La presence ainsi que la dimension de la media et de l'adventice varient 
fortement en fonction du type de vaisseau. En effet, elles sont presentes dans les grosses 
arteres, mais disparaissent graduellement au fur et a mesure du retrecissement des 
vaisseaux pour ne retrouver que l'intima (endothelium) dans les capillaires. Par la suite, la 
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Figure 1: Structure d'un vaisseau sanguin. 
Illustration des differentes couches qui composent la paroi d'un vaisseau sanguin: 
1'intima (endothelium et lame basale), la media (principalement des cellules musculaires 
lisses) et P adventice. 
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3. LA CELLULE ENDOTHELIALE : 
Une des grandes conclusions des etudes qui ont ete effectuees au niveau vasculaire, avec 
des bains d'organes isoles et des essais in vivo, est que l'homeostasie vasculaire depend 
grandement de Pintegrite de 1'endothelium. En effet, les cellules endotheliales sont 
directement impliquees dans le controle du tonus vasculaire (vasoconstriction et 
vasodilatation), dans Pagregation plaquettaire, dans la formation de nouveaux vaisseaux, 
dans Pinflammation (adhesion et transmigration des cellules inflammatoires, liberation 
d'agents pro- et anti-inflammatoires) et agissent aussi comme barriere semi-permeable 
entre le sang et les tissus (Figure 2) (JENNINGS, 2009; MEHTA et MALIK, 2006; 
MULLER, 2003; VESTWEBER, 2007). Afm de repondre a ces differentes situations 
physiologiques et maintenir l'homeostasie, les cellules endotheliales sont sensibles a 
differents stimuli d'origines chimiques ou mecaniques. Suite a la stimulation de differents 
recepteurs exprimes a la surface membranaire des cellules endotheliales (par exemple le 
recepteur PAR-1 pour la thrombine ou le recepteur B2 pour la bradykinine), il y a 
activation de differentes voies de signalisation intracellulaires (par exemple les voies Gq et 
G12/13) (NEVES, et ah, 2002). Cette activation a pour effet de modifier la morphologie des 
cellules endotheliales (augmentation de la permeabilite vasculaire) et/ou d'induire la 
liberation de nouveaux agents (liberation de monoxyde d'azote qui induit une 
vasodilatation) qui modifient la physiologie vasculaire. 
Les cellules endotheliales peuvent aussi interagir avec leur environnement en percevant 











Pression Force de 
sanguine cisaiilement 
Permeabilite vasculaire 
Adhesion et transmigration 
des cellules inflammatoires 
Endothelium 
Figure 2 : Representation sch£matique des implications de 1'endothelium dans la 
physiologie vasculaire. 
Les cellules endotheliales qui composent l'endothelium ont plusieurs rdles dans le 
maintien de Fhomeostasie vasculaire. Entre autres, elles contrdlent la permeabilite 
vasculaire et sont impliquees dans 1'adhesion et la transmigration des cellules 
inflammatoires. Afin de repondre a differentes situations physiologiques, les cellules 
endotheliales sont sensibles a differents stimuli d'origines chimiques (ex : bradykinine et 
thrombine) ou mecaniques (ex : pression sanguine et les forces de cisaiilement liees au 
flat sanguin). 
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des changements mecaniques et ce phenomene se nomme la mecanotransduction 
(DAVIES, 1995; HAHN et SCHWARTZ, 2009; LI, et al, 2005; ORR, et al, 2006; 
WHITE et FRANGOS, 2007). Les cellules endotheliales peuvent percevoir des forces a 
l'aide de differents mecanotransducteurs, comme certains canaux ioniques (MARTINAC, 
2004; SUKHAREV, etal, 1994), des integrities (JALALI, etal, 2001; KATSUMI, et al, 
2004; WANG, et al, 2002) ou encore certains recepteurs couples aux proteines G 
(CHACHISVILIS, et al, 2006; GUDI, et al, 1998). Les principaux evenements percus 
par l'endothelium sont les forces de cisaillement liees au flot sanguin et les changements 
de la pression sanguine (Figure 2) (HAHN et SCHWARTZ, 2009). Cette perception 
mecanique est tres importante lors de la morphogenese des vaisseaux et le controle des 
fonctions vasculaires chez l'adulte (DAVIES, 1995; HAHN et SCHWARTZ, 2009; LI, et 
al, 2005). Par exemple, la perception d'une augmentation des forces de cisaillement sur 
les cellules endotheliales induit la liberation de NO et de prostacycline, qui resulte en une 
vasorelaxation et la restauration du flot sanguin normal (BALLIGAND, et al, 2009; 
KUCHAN et FRANGOS, 1994; O'NEILL, 1995). Lorsque les forces de cisaillement 
demeurent elevees, il y a proliferation des cellules endotheliales et des cellules 
musculaires lisses, ce qui mene au remodelage de la paroi des arteres et a l'elargissement 
de la lumiere des vaisseaux (DI STEFANO, et al, 1998; LEVESQUE, et al, 1990; 
TARDY, et al, 1997). A l'inverse, des forces de cisaillement faibles peuvent entrainer 
l'apoptose des cellules endotheliales et une certaine rarefaction des vaisseaux 
(BROWNLEE et LANGILLE, 1991; DIMMELER, et al, 1997; MEESON, et al, 1996). 
Ainsi, la cellule endotheliale est capable de percevoir et de traduire un stimulus 
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mecanique en differents signaux biochimiques qui influencent fortement l'homeostasie 
vasculaire (GIMBRONE, et al, 1995). 
Les cellules endotheliales sont aussi aptes a participer activement aux modifications des 
proprietes mecaniques des vaisseaux sanguins. En effet, nous savons que 1'activation de 
certains recepteurs, comme le recepteur PAR-1 pour la thrombine et le recepteur B2 pour 
la bradykinine, induit une reorganisation du cytosquelette d'actine et modifie la 
morphologie des cellules (ANDOR, et al, 2001; COUTANT, et al, 1997; GOECKELER 
et WYSOLMERSKI, 1995; KAWKITINARONG, et al, 2004; MARQUEZ, et al, 2008; 
ROSS et JOYNER, 1997). Ces changements cellulaires sont susceptibles d'affectef les 
proprietes mecaniques des cellules et mener a la modulation de certains processus 
physiologiques importants comme le controle de l'integrite de l'endothelium et le 
roulement, 1'adhesion et la transmigration des cellules inflammatoires. 
A ce jour, les proprietes mecaniques des cellules ont surtout ete etudiees dans des 
conditions ou les cellules etaient non activees et avec des agents permettant d'etudier 
certaines composantes precises de la cellule . comme le cytosquelette d'actines 
(MARTENS et RADMACHER, 2008; RAUCHER et SHEETZ, 1999; ROTSCH et 
RADMACHER, 2000; SUN, et al, 2005). Cependant, l'etude des proprietes mecaniques 
des cellules endotheliales qui sont stimulees par l'activation de certains recepteurs a tres 
peu ete etudiee et plusieurs questions concernant 1'implication des ces changements 
mecaniques restent encore sans reponse. Certains de ces elements connus de la mecanique 
cellulaire seront abordes plus loin dans 1'introduction. 
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3.1 LES VOIES DE SIGNALISATION INTRACELLULAIRES IMPLIOUEES DANS 
LA REPONSE MECANIOUE CELLULAIRE : 
La stimulation de recepteurs a sept domaines transmembranaires couples a une proteine G 
(GPCR) par differents agdnistes vasculaires, comme l'angiotensine II, la thrombine et la 
bradykinine, active differentes voies de signalisation intracellulaires de la cellule 
endotheliale (NEVES, et al, 2002). Ces differentes voies, qui impliquent divers elements 
cellulaires dont la mobilisation intracellulaire d'ions calcium et/ou 1'activation de 
differentes kinases, menent a la modification de la morphologie de la cellule endotheliale. 
Ces changements, qui sont regules en grande partie par la reorganisation du cytosquelette 
d'actine et la contraction du groupement actine-myosine (EMMERT, et al, 2004; 
FUKATA, et al, 2001; PARK, et al, 2002; SHIMOKAWA et RASHID, 2007), apportent 
une contribution essentielle dans plusieurs processus cellulaires dont la motilite (CHANG, 
et al, 2002; FUKATA, et al, 1999; SAHAI, et al, 2001), la contraction et le maintien de 
la barriere definie par les cellules endotheliales (MEHTA et MALIK, 2006). 
Plusieurs des reponses cellulaires induites par la stimulation des GPCRs impliquent 
l'activation des voies de signalisation Gq et G12/13 (Figure 3). Brievement, la voie Gq 
active la phospholipase C (PLC) et mene a la production de deux seconds messagers : le 
inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et le diacylglycerol (DAG). La liaison de PIP3 sur le 
canal calcique IP3R induit la mobilisation intracellulaire de calcium provenant du 
reticulum endoplasmique (AUGER-MESSIER, et al, 2004) et la formation du complexe 
Ca2+/calmoduline. Ce complexe active la kinase de la chaine legere de la myosine 
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Figure 3 : Schema des voles de signalisation Impliquees dans la rlponse meeaniqiie 
induite par l'activation d'un recepteur couple a G«, et/ou G12/13. 
Ces deux voies de signalisation sont connues pour etre impliquees dans la contraction 
provoquee par 1'activation d'un recepteur, par exemple le recepteur ATi pour 
l'angiotensine II. La premiere voie implique la proteine Gt2/i3 et 1'activation de la Kinase 
Rho (RhoK). La RhoK inhibe la phosphatase MLCP et phosphoryle directement la MLC. 
La deuxieme voie, qui implique la proteine Gq, cause une relaehe calcique et 1'activation 
de la MLCK. Chacune de ces deux voies de signalisation conduit a 1'activation de la MLC 
et a la contraction du groupement actine-myosine. 
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(MLCK) qui phosphoryle la chaine legere de la myosine (MLC) et permet 1'activation du 
moteur moleculaire myosine et la contraction du groupement actine-myosine (GARCIA, 
et al, 1995; GOECKELER et WYSOLMERSKI, 1995; KAMM et STULL, 2001; 
WYSOLMERSKI et LAGUNOFF, 1990). La voie Gq est aussi impliquee dans le contrdle 
d'autres processus cellulaires dont la motilite cellulaire et la regulation des jonctions 
intercellulaires (COTTON et CLAING, 2009; DUDEK et GARCIA, 2001; RABIET, et 
al, 1996; TIRUPPATHI, et al, 2002; WINTER, et al, 1999). Pour sa part, la voie G12/13 
active RhoA qui mene a 1'activation de la Rho kinase (RhoK). Cette derniere induit la 
phosphorylation de la MLC et permet aussi la contraction du couple actine-myosine 
(SAHAI, et al, 2001; SHIMOKAWA et RASHID, 2007; TOTSUKAWA, et al, 2004). 
De plus, RhoK inhibe la phosphatase de la MLC (MLCP), une phosphatase qui a comme 
fonction la dephosphorylation de la MLC et l'inhibition de la contraction du couple 
actine-myosine (PFITZER, 2001; RIDDICK, et al, 2007; SURKS, et al, 2003). La voie 
G12/13 est aussi fortement impliquee dans la reorganisation des structures d'actines 
(formation de fibres de stress), de la formation de points focaux d'adhesion et de la 
depolymerisation des microtubules (BIRUKOVA, et al, 2004; CHRZANOWSKA-
WODNICKA et BURRIDGE, 1996; ETIENNE-MANNEVILLE et HALL, 2002; HALL, 
1998; LEUNG, etal, 1996). 
L'implication de ces voies de signalisation dans la contraction de ces cellules musculaires 
vasculaire est bien connue (BRESNICK, 1999; EBASHI, et al, 1967; SOMLYO et 
SOMLYO, 1994, 2003). Cependant, plusieurs etudes recentes indiquent que la contraction 
des cellules non musculaires s'effectue principalement par la voie G12/13 et la RhoK 
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(ADAMSON, et al, 2002; KIMURA, et al, 1996; KUREISHL et al, 1997; UEHATA, et 
al, 1997). Toutefois, la quantification du role joue par chacune des deux voies de 
signalisation dans la contraction d'une cellule est difficile a evaluer, en raison du 
discernement qu'il faut faire entre les evenements causant la contraction cellulaire avec 
ceux associes avec le remodelage dynamique de l'actine. Ainsi, la contribution de 
chacune des voies de signalisation dans la reponse mecanique des cellules non 
musculaires reste a etre clarifiee. 
3.2 LES AGONISTES ET LEURS RECEPTEURS : 
Une panoplie de systemes hormonaux et d'agonistes peuvent activer des GPCRs presents 
sur les cellules endothelials et mener a l'activation des differentes voies de signalisation 
presentees precedemment (Gq et G12/13). Parmi ces systemes, nous retrouvons les systemes 
renine-angiotensine et kallicreine-kinine (SCHMAIER, 2003). Ces systemes, avec leurs 
principaux effecteurs l'angiotensine II et la bradykinine, sont parmi les plus etudies dans 
le domaine cardiovasculaire. En effet, ils sont en grande partie responsables de la 
regulation de la pression arterielle et sont par consequent parmi les principales cibles 
pharmacologiques visees pour le controle de 1'hypertension arterielle. Un autre agoniste 
qui est tres etudie et qui a des effets importants dans l'homeostasie vasculaire est la 
thrombine (COUGHLIN, 2000; MACFARLANE, et al, 2001). Ce dernier est plus connu 
pour son implication dans l'hemostase, mais influence aussi grandement la permeabilite 
vasculaire. 
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Les effets de l'angiotensine II, de la thrombine et de la bradykinine au niveau vasculaire 
ont ete grandement etudies. Toutefois, leurs effets sur la modification de la morphologie 
et des proprietes mecaniques des cellules endotheliales sont toujours mal definis ou 
inconnus. Etant donne leur importance dans l'homeostasie vasculaire, nous avons utilise 
ces differents agonistes comme modele pour etudier l'impact de l'activation des GPCRs 
sur les proprietes mecaniques des cellules composant les vaisseaux sanguins. 
3.2.1 L'ANGIOTENSINE II : 
L'angiotensine II (Angll) est le principal agoniste actif du systeme renine-angiotensine. II 
joue un role tres important dans la regulation de plusieurs processus du systeme 
cardiovasculaire, dont la regulation a court et a long terme de la pression arterielle 
(MEHTA et GRIENDLING, 2007). L'Angll est forme suite a plusieurs clivages 
enzymatiques. Dans un premier temps, la renine transforme l'angiotensinogene circulant 
en angiotensine I (AngI). Par la suite, l'Angl est transforme en Angll par l'enzyme de 
conversion de l'angiotensine (ACE). Les facteurs qui diminuent la pression arterielle, 
comme la diminution du volume sanguin et la diminution de la resistance peripherique, 
induisent la relache de renine par le rein et augmente la production d'Angll. L'Angll ainsi 
produit entraine une vasoconstriction et une elevation de la pression arterielle par 
l'activation des cellules musculaires lisses (MEHTA et GRIENDLING, 2007; 
SCHMAIER, 2003). L'Angll controle la pression arterielle par la production 
d'aldosterone qui inhibe Pexcretion du sodium et de 1'eau par le rein. L'Angll regule 
aussi d'autres elements physiologiques comme 1'inflammation, la formation de la matrice 
' .
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extracellulaire, la croissance et la proliferation des cellules (KIM et IWAO, 2000; 
MARCHESI, et al, 2008; MATSUBARA, 1998; MEZZANO, et al, 2001; RUIZ-
ORTEGA, et al., 2001; S ADOSHIMA, 2000; TUNON, et al., 2000). 
Les actions physiologiques de 1'AngII s'effectuent par l'activation de deux GPCRs : les 
recepteurs pour 1'angiotensine de type 1 (ATi) et de type 2 (AT2) (MEHTA et 
GRIENDLING, 2007). Toutefois, les principaux effets physiologiques de 1'AngII sont 
induits par l'activation du recepteur ATi. Le recepteur ATi est present sur plusieurs types 
cellulaires, dont les cellules musculaires lisses (MEHTA et GRIENDLING, 2007; 
USHIO-FUKAI, et al., 1999; USHIO-FUKAI, et al, 1998) et les cellules endothelials 
(FLEEGAL-DEMOTTA, et al, 2009; MOREL, et al, 1990; PUEYO et MICHEL, 1997; 
PUEYO, et al, 1996; ZHANG, H. et SUN, 2006). Ce recepteur active differentes voies de 
signalisation intracellulaires dont les voies Gq et G12/13 (MEHTA et GRIENDLING, 
2007). 
Malgre le fait que les principaux effets de 1'AngII sont induits par l'activation des cellules 
musculaires lisses, 1'AngII affecte aussi les cellules endotheliales. En effet, l'activation du 
recepteur ATi present sur les cellules endotheliales induit plusieurs reponses cellulaires 
dont 1'augmentation de la permeabilite vasculaire. II a ete propose que 1'augmentation de 
la permeabilite vasculaire induite par 1'AngII est la consequence de dommages a 
l'endothelium induis par Taugmentation de la pression, un phenomene qui est 
principalement observe chez les personnes souffrant d'hypertension (BEILESf, et al, 
1977; GOLDBY et BEILIN, 1972). Cependant, une etude indique que Taugmentation de 
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la permeabilite vasculaire est aussi la resultante d'une action directe de PAngll sur les 
cellules endothelials (FLEEGAL-DEMOTTA, et al, 2009). En effet, cette etude indique 
que l'Angll induit la liberation de prostaglandins (leucotriene C4, prostaglandine E2 et 
12) et du facteur de croissance des cellules endotheliales vasculaires (VEGF), des agents 
connus pour fortement controler la permeabilite vasculaire (BAYLIS et BRENNER, 
1978; CHUA, et al, 1998; GIMBRONE et ALEXANDER, 1975; REDDY, et al, 1995; 
SCHARSCHMIDT et DUNN, 1983; SCHLONDORFF, et al, 1985). De plus, certaines 
etudes indiquent que l'Angll pourrait avoir des effets au niveau des proteines de jonction 
des cellules endotheliales, comme la redistribution des complexes formes par l'integrine 
a3pl/tetraspanin (DOMINGUEZ-JIMENEZ, et al, 2001) et la distribution de ZO-1, une 
composante des jonctions serrees (MACCONI, et al, 2000). 
Dans le processus inflammatoire, l'Angll module la secretion de plusieurs mediateurs 
pro-inflammatoires par les cellules endotheliales comme NF-KB, TNF-a, MCP-1, 
interleukine-6 (IL-6) et IL-8 (ARENAS, et al, 2004; PUEYO, et al, 2000; RUIZ-
ORTEGA, et al, 2000). II induit aussi l'expression de plusieurs molecules importantes 
dans 1'adhesion des cellules inflammatoires sur l'endothelium comme VCAM-1, ICAM-
1, E-selectine et P-selectine (GRAFE, et al, 1997; PASTORE, et al, 1999; PUEYO, et 
al, 2000; TAYEH et SCICLI, 1998; TUMMALA, et al, 1999). L'Angll augmente aussi 
la migration des cellules endotheliales provenant de veines de cordons ombilicaux 
humains (HUVEC) par la phosphorylation de la kinase des points focaux d'adhesion 
(FAK) et de la paxilline (MONTIEL, et al, 2005). Les cellules endotheliales qui sont 
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stimulees avec 1'AngII augmentent la production de NO par la regulation de 1'expression 
de la eNOS (SCHENA, et al, 1999). 
Nous savons que 1'AngII controle le tonus vasculaire par la contraction des cellules 
musculaires lisses vasculaires. Par exemple, l'etude de la contraction des cellules 
musculaires lisses, par l'analyse des changements de dimension d'un gel de collagene 
dans lequel les cellules ont pousse, montre que 1'AngII induit une contraction rapide (DO, 
et al, 2009). La realisation de ce meme protocole avec des cellules endotheliales 
(HUVEC) ne montre aucune contraction cellulaire visible par microscopie (DO, et al, 
2009). Cependant, le groupe de Auger-Messier (2005) a mis en evidence l'importance de 
l'activation du recepteur AT] sur la morphologie des cellules non musculaires (AUGER-
MESSIER, et al, 2005). Dans cette etude, a l'aide d'un modele de cellules HEK 
exprimant de facon stable le recepteur ATi, ils ont demontre que l'activation de ce 
recepteur entraine la reorganisation du cytosquelette d'actines et la modification de la 
morphologie cellulaire. Ces cellules adoptent une morphologie d'etalement et augmente 
leur surface de contacts avec les cellules qui les entourent 30 minutes suivant leur 
activation avec 1'AngII (AUGER-MESSIER, et al, 2005). Ce phenomene, qui est 
dependant de l'activite de la RhoK, pourrait aussi affecter les proprietes mecaniques des 
cellules et etre implique physiologiquement. Ces changements structuraux de la cellule ne 
sont pas connus et pourraient, sur la base de 1'implication de la RhoK, etre la consequence 
d'une reponse contractile similaire aux cellules musculaires lisses, une reponse qui serait 
toutefois trop faible pour etre detectee par des techniques conventionnelles de 
transduction. 
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3.2.2 LA THROMBINE : 
La thrombine est une serine protease qui est impliquee dans la coagulation sanguine. Elle 
est responsable de la conversion du fibrinogene en fibrine, une etape essentielle dans la 
stabilisation du caillot sanguin. Elle est formee lorsque la prothrombine circulante est 
transformee en thrombine par l'activation du facteur tissulaire et l'activation des facteurs 
V et X. Ces facteurs de coagulation sont produits dans des conditions pathologiques, par 
exemple suivant un dommage tissulaire (GRAND, et al, 1996; MANN, et al, 1990). La 
thrombine est aussi reconnue pour avoir de nombreux effets physiologiques par 
l'activation de recepteurs specifiques, comme la regulation du tonus et de la permeabilite 
vasculaire (BOGATCHEVA, et al, 2002; COUGHLIN, 2000, 2005; HIRANO et 
KANAIDE, 2003). 
Les recepteurs actives par la thrombine se nomment les « recepteurs actives par une 
protease » (PAR). II existe quatre PARs connus chez la souris et l'homme : les recepteurs 
PAR-1, -2, -3 et -4. Le PAR-2 est active par la trypsine ou la tryptase (mastocytes), tandis 
que les autres sont actives par la thrombine (COUGHLIN, 2005; HIRANO et KANAIDE, 
2003). Ce sont des GPCRs qui ont la caracteristique de devoir subir une proteolyse pour 
etre actives (RASMUSSEN, et al, 1991; VU, et al, 1991). En effet, la queue N-terminale 
extracellulaire du recepteur contient une sequence de 6 acides amines (SFLLRN) qui, une 
fois liberee par un clivage entre les residus Arg41 et Ser42 par la thrombine, permet 
l'activation du recepteur. Etant une protease, une molecule de thrombine peut activer plus 
d'un recepteur. Suivant leur activation, les recepteurs sont internalises par des puits de 
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clathrines et sont degrades dans des lysosomes (HOXIE, et ah, 1993; TREJO, et ah, 2000; 
TREJO, et ah, 1998). Etant donne que ce recepteur ne peut etre recycle, car il a subit une 
proteolyse, le niveau d'expression du recepteur est maintenu grace a un pool 
intracellulaire (HEIN, et ah, 1994). Les PARs sont couples aux voies de signalisation 
intracellulaire Gq, Gn/n, Q et G0 (BOGATCHEVA, et ah, 2002; COUGHLIN, 2005; 
HIRANO et KANAIDE, 2003). 
Au niveau des cellules endotheliales, l'activation du recepteur PAR-1 par la thrombine a 
plusieurs consequences cellulaires dont la contraction de la cellule et la formation 
d'espaces intercellulaires (BALDWIN et THURSTON, 2001; LUM et MALIK, 1994; 
MEHTA et MALIK, 2006). La reorganisation du cytosquelette d'actine, la formation de 
fibres de stress et la diminution de 1'interaction entre les cellules (DUDEK et GARCIA, 
2001; KOLODNEY et WYSOLMERSKI, 1992; LUM et MALIK, 1994, 1996; NOBE, et 
ah, 2005), sont responsables de 1'augmentation de la permeabilite vasculaire induite par la 
thrombine. Les cellules endotheliales produisent aussi plusieurs facteurs pro-
inflammatoires comme IL-6, IL-8, le facteur von Willebrand (FvW) (HATTORI, et ah, 
1989) et le facteur d'activation plaquettaire (PAF) (JOHNSON, et ah, 1998). De plus, les 
cellules endotheliales augmentent 1'expression de plusieurs proteines membranaires dont 
la P-selectine (FRENETTE, et ah, 1996; HATTORI, et ah, 1989; SUBRAMANIAM, et 
ah, 1996). Ces proteines d'adhesion sont importantes dans le processus de transmigration 
des cellules inflammatoires vers le site d'inflammation. La thrombine induit aussi la 
liberation d'agents vasodilatateurs par les cellules endotheliales, comme le NO et la 
prostacycline (HAMILTON, et ah, 2001; TESFAMARIAM, et ah, 1993). Cependant, 
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notons que la thrombine peut aussi agir directement sur le recepteur PAR-1 present sur les 
cellules musculaires lisses et induire une vasoconstriction (KU et ZALESKI, 1993). 
Les effets de la thrombine sur la cellule endotheliale sont generalement bien connus dans 
la physiologie vasculaire. Cependant, ses effets sur la mecanique unicellulaire ont tres peu 
ete etudies et restent toujours inconnus. Les travaux des groupes de Kolodney et 
Wysolmerski (1992) et Nobe et al. (2005) montrent que les cellules endotheliales sont 
capables de produire une force de contraction suivant leur activation avec la thrombine 
(KOLODNEY et WYSOLMERSKI, 1992; NOBE, et al, 2005). En effet, a partir de 
cultures de cellules endotheliales effectuees sur des fibres de collagene, ils ont mesure la 
force de contraction induite par la thrombine a l'aide d'un transducteur de force. Ils ont 
determine que les cellules endotheliales peuvent produire une force de contraction qui est 
evaluee approximativement a un ordre de magnitude plus faible que celle des cellules 
musculaires lisses. Toutefois, nous ne savons pas de quelle facon ces differents 
changements affectent la cellule au niveau unicellulaire. Ainsi, les effets de cette 
activation par la thrombine sur les proprietes mecaniques des cellules endotheliales sont 
toujours inconnus. Pourtant, ces changements pourraient etre fortement impliques dans 
l'homeostasie vasculaire et participer aux effets physiologiques de la thrombine. 
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3.2.3 LA BRADYKININE : 
La bradykinine est une kinine qui fait partie du systeme Kallicreine-Kinines. C'est une 
hormone peptidique (un nanopeptide) qui est aussi impliquee dans l'inflammation et dans 
le controle de la permeabilite vasculaire; elle exerce egalement un puissant effet 
vasodilatateur (MADEDDU, et al, 2007; REGOLI et BARABE, 1980; REGOLI, et al, 
1998; SCHMAIER, 2003). La bradykinine est produite suivant un dommage tissulaire ou 
lors d'une reaction inflammatoire. Elle provient du kininogene plasmatique de haut poids 
moleciilaire (HMWK), qui est transformee en bradykinine par la kallicreine plasmatique. 
La bradykinine ainsi produite peut etre par la suite transformee en des-Arg9-bradykinine 
par la kininase I (carboxypeptidase N),un metabolite ayant aussi des activites biologiques 
relayees par les recepteurs Bi. La bradykinine est inactivee et degradee par la kininase II 
(enzyme de conversion de l'angiotensine (ACE)), l'endopeptidase neutre et 
l'aminopeptidase P. La bradykinine agit via 1'activation de deux recepteurs: les 
recepteurs Bi et B2 (BASCANDS, et al, 2003; REGOLI, et al, 1996). La bradykinine se 
lie selectivement au recepteur B2 qui est responsable de la majorite des effets des kinines. 
Le recepteur B2 est un GPCR (active la voie Gq) qui est exprime de facon constitutive sur 
les cellules endotheliales et qui peut etre desensibilise et internalise par les caveoles et les 
puits de clathrines (BACHVAROV, et al, 2001; BASCANDS, et al, 2003). 
Au niveau vasculaire, la bradykinine est surtout corrnue pour son effet vasodilatateur. En 
effet, l'activation du recepteur B2 present sur les cellules endotheliales active la 
production de NO et de prostacycline qui induisent a leur tour la relaxation des cellules 
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musculaires lisses vasculaires (MOMBOULI et VANHOUTTE, 1995; REGOLI et 
BARABE, 1980; SCHINI, et al, 1990; SCHMAIER, 2003; TODA, et al, 1987). En plus 
de controler le tonus vasculaire, la bradykinine module aussi la permeabilite de 
1'endothelium par plusieurs mecanismes cellulaires (EHRINGER, et al, 2000; FARMER, 
et al, 2001). Par exemple, la bradykinine active les cellules HUVEC a produire des 
metalloproteinases (MMP-2) qui degradent la matrice extracellulaire (EHRINGER, et al, 
2000). La bradykinine induit aussi la formation de vesicules pinocytiques chez ces memes 
cellules afin de permettre le passage des fluides de facon transcellulaire (JUNGMANN, et 
al, 2008; RIETHMULLER, et al, 2006). Contrairement a la thrombine, la bradykinine 
augmente la permeabilite vasculaire de facon independante de la MLCK et de la 
contraction du groupement actine-myosine (ADAMSON, et al, 2002; ADAMSON, et al, 
2003; JUNGMANN, et al, 2008). Toutefois, le cytosquelette d'actine semble etre tout de 
meme implique, car l'activation des cellules endothelials par la bradykinine induit une 
reorganisation du cytosquelette d'actine (ROSS et JOYNER, 1997) et la formation de 
filopodes et de lamellipodes chez les HUVEC (ANDOR, et al, 2001). De plus, la fixation 
du cytosquelette avec la phalloi'dine diminue la permeabilite de 1'endothelium induit par la 
bradykinine (ALEXANDER, et al, 1988; SHIGEMATSU, et al, 2002). 
La bradykinine est aussi fortement impliquee dans 1'inflammation. En effet, la 
bradykinine augmente l'expression de plusieurs proteines d'adhesion comme la P-
selectine et l'ICAM-1 (SHIGEMATSU, et al, 2002; TAYEH et SCICLI, 1998) et elle 
induit l'adhesion des leucocytes a l'endothelium (MCINTYRE, et al, 1985; SATOH, et 
al, 1995; STEWART, et al, 1990). En effet, la bradykinine augmente le nombre de 
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leucocytes qui roulent, s'attachent fermement et migrent dans les tissus et ce, de facon 
dependante de la concentration de bradykinine (SHIGEMATSU, et al, 2002). Ici encore, 
le cytosquelette semble etre fortement implique dans cette reponse induite par la 
bradykinine car la fixation du cytosquelette d'actine avec la phalloi'dine diminue le 
roulement et previent completement la migration des leucocytes (SHIGEMATSU, et al., 
2002). La bradykinine aurait aussi un role de protection sur les cellules endotheliales des 
microvaisseaux du cerveau en diminuant la mort cellulaire induite par des stimuli 
pathophysiologiques (BOVENZI, et al., 2010). 
Ici encore, nous avons globalement une bonne connaissance des effets de la bradykinine 
dans la physiologie vasculaire. Cependant, ses effets sur la mecanique unicellulaire restent 
encore pratiquement inconnus. Pourtant, comme ceux observes pour l'angiotensine et la 
thrombine, ces changements pourraient etre fortement impliques dans l'homeostasie 
vasculaire et participer aux effets physiologiques de la bradykinine. 
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4. RATIONNEL ET OBJECTIFS DE L'ETUDE : 
4.1RATI0NNEL: 
Tel que decrit precedemment, une multitude de couches cellulaires specialises 
coordonnent l'ensemble des reponses vasculaires. Parmi ces cellules, nous retrouvons les 
cellules endotheliales qui recouvrent l'interieur des vaisseaux. Suite a leur activation par 
differents peptides, comme l'angiotensine II, la thrombine et la bradykinine, les cellules 
endotheliales liberent de nombreuses molecules qui regulent la pression sanguine, la 
permeabilite vasculaire, l'angiogenese et 1'inflammation. Cependant, est-ce que les 
cellules endotheliales sont aussi directement impliquees mecaniquement dans certains 
processus physiologiques vasculaires? Est-il possible que les cellules endotheliales 
subissent des modifications de leurs proprietes mecaniques qui pourraient contribuer a 
certains aspects de la physiologie et physiopathologie vasculaire? 
A ce jour, l'idee d'etudier les proprietes mecaniques des cellules endotheliales afin de 
mieux comprendre leur role dans la physiologie vasculaire a tres peu ete investiguee en 
raison de nombreuses limitations experimentales. Ainsi, le but de cette these est d'etudier 
les changements morphologiques et les proprietes mecaniques des cellules endotheliales 
suivant 1'activation de differents recepteurs. Pour ce faire, nous avons developpe et 
applique de nouvelles approches experimentales derivees des nanosciences qui permettent 
de mesurer les changements morphologiques et/ou mecaniques avec une grande 
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sensibilite. Ces nouvelles approches experimentales sont le microscope a force atomique 
(AFM) et la resonance des plasmons de surfaces (SPR). 
4.2 OBJECTIFS DE L'ETUDE : 
Objectif 1 (Articles 1 et 2) : Comme premier objectif, nous avons voulu caracteriser les 
changements morphologiques et mecaniques induits par l'angiotensine II sur un modele 
de cellules exprimant de facon stable le recepteur ATi. Afin de repondre a ce premier 
objectif, deux differentes etudes ont ete realisees avec soit l'AFM ou le SPR. Dans le 
premier article de cette these, nous avons etudie les changements morphologiques 
(contraction cellulaire), de l'activite metabolique (reorganisation de l'actine) et de 
l'elasticite des cellules (rigidite) induits par 1'activation du recepteur ATi pour 
l'angiotensine II en utilisant l'AFM. Dans le deuxieme article, nous avons evalue l'impact 
de l'activation du recepteur ATi sur l'integrite d'une couche cellulaire a l'aide du SPR. 
Au cours de cette etude, nous avons demontre que le signal SPR est directement influence 
par la morphologie des cellules permettant ainsi de mesurer l'integrite d'une monocouche 
de cellules. Finalement, en interpretant les resultats obtenus a l'aide de l'AFM et du SPR, 
nous avons evalue 1'implication des differentes voies de signalisation intracellulaire 
impliquees dans les changements morphologiques observes. 
Objectif 2 (Article 3) : Dans le premier objectif, nous avons vu que les cellules HEK-293 
exprimant de facon stable le recepteur ATi voient lews proprietes mecaniques modifiees 
lors d'une activation par l'angiotensine II. Dans le troisieme article, nous avons tente de 
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determiner a l'aide de l'AFM, si l'activation des recepteurs PAR-1 pour la thrombine et 
B2 pour la bradykinine affecte les proprietes mecaniques des cellules endotheliales. En 
plus des changements de 1'elasticity de la cellule endotheliale, nous avons egalement 
etudie les changements de 1'interaction entre la membrane cellulaire et le cytosquelette. 
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5. LE MICROSCOPE A FORCE ATOMIQUE (AFM) : 
5.1 LE FONCTIONNEMENT DE L'AFM ET SES DIFFERENTES COMPOSANTES : 
Comparativement aux techniques traditionnelles de microscopie qui utilisent des systemes 
de lentilles, le microscope a force atomique (AFM) est basee sur 1'interaction entre la 
surface de l'echantillon et une pointe pyramidale fixee a un microlevier flexible 
(cantilevier) (Figure 4A) (BINNIG, et al, 1986). C'est la dimension de l'extremite de 
cette fine pointe qui confere la grande resolution de l'AFM (Figure 4B). II existe 
differents modes d'utilisation de l'AFM qui peuvent etre regroupes en deux categories : le 
mode avec contact ou sans contact avec l'echantillon. Globalement, pendant l'acquisition 
d'une image, la pointe balaie la surface de l'echantillon et la hauteur (axe Z) du cantilevier 
est ajustee selon un systeme de retroaction, afin de maintenir une force de contact 
constante. La force, appliquee par la pointe sur l'echantillon est evaluee a partir de 
P analyse de la deflexion du cantilevier a l'aide d'un faisceau laser qui est reflechi sur 
l'extremite du cantilevier (Figure 4A). Les deplacements du cantilevier dans le plan de 
l'echantillon (Xet Y) ou perpendiculairement a celui-ci (Z) sont effectues par un dispositif 
d'elements piezoelectriques. Dans ce mode d'imagerie, les modifications de la hauteur du 
cantilevier sont enregistrees par un ordinateur de facon a generer une image 
topographique de la surface de l'echantillon. 
Figure 4 : Le fonctionnement de la microscopie a force atomique. 
(A) La pointe du cantilevier de l'AFM balaye la surface de l'echantillon, une cellule en 
l'occurrence, a l'aide d'elements piezoelectriques (X et Y). Lorsque la pointe du 
cantilevier detecte un changement dans la topographie de la surface, le cantilevier subit 
une deflection et un systeme de retroaction modifie sa hauteur (axe Z) afin de maintenir 
une force de contact constante. Afin de percevoir cette deflexion, un laser est dirige sur 
l'extremite du cantilevier et sa reflexion est captee par des photodiodes. L'analyse des 
deflexions du cantilevier durant le balayage de la surface de l'echantillon permet 
l'obtention d'une image topographique de l'echantillon. (B) L'extremite du cantilevier est 
constitute par une fine pointe pyramidale de dimension nanometrique (rayon d'environ 
50nm) qui permet l'obtention d'images d'une tres grande resolution. L'image en 








































































































5.2 L'ETUDE DE LA CELLULE PAR LA MESURE DE FORCE A L'AIDE DE 
L'AFM: 
En plus de permettre d'imager des elements microscopiques et nanoscopiques, l'AFM 
peut aussi etre utilise pour mesurer des forces. Cette application de l'AFM se nomme la 
spectrometrie de force. Cette approche AFM est basee sur l'etude de la deflexion du 
cantilevier lorsque celui-ci manipule des molecules ou des elements biologiques afin de 
mesurer leurs proprietes mecaniques (LUDWIG, et ah, 2008). 
Dans cette these, afin d'etudier les proprietes mecaniques et les changements 
morphologiques de la cellule, nous avons utilise un AFM qui a ete elabore et construit 
dans notre laboratoire afin d'y integrer certaines caracteristiques techniques necessaires a 
la realisation de nos etudes. Entre autres, l'AFM est depose sur un microscope a contraste 
de phase afin d'observer le positionnement du cantilevier sur l'echantillon (Figure 5A). 
De plus, le cantilevier est fixe sur une cellule de plexiglas afin de permettre la realisation 
d'etudes dans des petris (Figure 5B). Durant une experience, l'echantillon a etudier est 
place en dessous de l'AFM avec la cellule de plexiglas positionnee au centre du petri. La 
Figure 5B presente la trajectoire du faisceau laser qui traverse initialement la cellule de 
plexiglas pour ensuite etre reflechie sur l'extremite du cantilevier et etre captee par des 
photodibdes. La Figure 5C presente un exemple d'une image de microscopie a contraste 
de phase prise avec notre systeme AFM-microscope et qui nous permet de positionner 
precisement le cantilevier sur une cellule. 
Figure 5 : Le systeme AFM utilise dans cette these. 
(A) L'instrument utilise est un AFM adapte pour la mesure de force sur des cellules 
(spectrometrie de force). II est depose sur un microscope a contraste de phase et le 
cantilevier est fixe sur une cellule de plexiglas afin de permettre la realisation d'etudes 
dans des petris. (B) Trajectoire du faisceau laser qui traverse initialement la cellule de 
plexiglas pour ensuite etre reflechie sur l'extremite du cantilevier et etre captee par des 
photodiodes. (C) Image de microscopie a contraste de phase d'un cantilevier d'AFM 
positionne au-dessus d'une cellule. 
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La Figure 6 presente un graphique de la force appliquee par le cantilevier (nN) sur la 
surface de la cellule en fonction du deplacement vertical du cantilevier (um). Ces courbes 
de forces sont obtenues lors d'une procedure d'approche et de retraction de la pointe du 
cantilevier sur une cellule. La determination de la force enregistree fait intervenir la loi de 
Hooke qui relie la force F exercee sur le cantilevier avec la constante de ressort du 
cantilevier k et sa deflexion z (F = kz). Le graphique presente deux courbes : la courbe 
d'approche (Bleu) et de retraction (Rouge) du cantilevier de la surface. Quand il y a 
absence de force appliquee sur le cantilevier, la valeur de force est nulle (1). Lorsque la 
pointe du cantilevier touche l'echantillon, une force positive est detectee (2). Cette force 
augmente au fur et a mesure de la deformation de l'echantillon (3). Sur le graphique, la 
variation de la force enregistree (AF) correspond a la force qui doit etre appliquee pour 
deformer de AAT la surface de la cellule. Au cours de la retraction de la pointe, ont observe 
Papparition de forces negatives qui est expliquee par 1'adhesion de la pointe du cantilevier 
sur la surface de l'echantillon (4). Par la suite, ont observe un retour a une force nulle et 
constante ou la pointe du cantilevier n'est plus soumise a des forces d'interaction avec la 
membrane cellulaire (5). 
5.2.1 ETUDE DES PROPRIETES DE LA MEMBRANE CELLULAIRE PAR LA 
FORMATION D'EXTENSIONS MEMBRANAIRES A L'AIDE DE L'AFM : 
La presence de fins nanotubes de membrane sur la cellule, que Ton nomine extensions 
membranaires (membrane tethers), a ete observee dans differentes lignees cellulaires dont 
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Figure 6 : Courbes de forces typiques obtenues lors d'use procedure d'approche et 
de retraction de la pointe d'an cantilevier stir tin echantillon. 
Le graphique represente la force appliquee par le cantilevier (nN) sur la surface de la 
cellule en fonction du deplacement vertical du cantilevier (um). Le graphique presente 
deux courbes : la courbe d'approche du cantilevier (Bleu) et la courbe de sa retraction de 
la surface de la cellule (Rouge). En l'absence de force appliquee sur le cantilevier, il n'y a 
aucune force detectee (1). Toutefois, une force positive est detectee iorsque la pointe du 
cantilevier entre en contact avec la surface de l'eehantillon (2). Cette force augmente avec 
Faugmentation de la deformation de I'echantillon (3). Durant la retraction de la pointe, 
des forces negatives sont observees en raison de 1'adhesion de la pointe sur la surface de 
la cellule (4).. Par la suite, la pointe du cantilevier n'est plus soumise a des forces 
d'interaction avec la membrane cellulaire et on observe un retour a une force nulle (5). 
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(ZHELEV et HOCHMUTH, 1995), les neurones (DAI et SHEETZ, 1995; DAI, et al, 
1998), les fibroblastes (RAUCHER et SHEETZ, 1999, 2001) ainsi que les cellules 
endothelials (GIRDHAR et SHAO, 2004) et epitheliales (DAI et SHEETZ, 1999). 
Plusieurs etudes ont ete realisees afin de mieux comprendre les roles joues par ces 
structures membranaires dans la physiologie. II a ete demontre que ces structures sont 
importantes dans plusieurs processus cellulaires comme, entre autres, dans l'adhesion 
primaire et le roulement des cellules inflammatoires sur l'endothelium vasculaire ainsi 
que dans l'agregation plaquettaire (DEGRENDELE, et al, 1996; GIRDHAR et SHAO, 
2004; GIUFFRE, et al, 1997; RAMACHANDRAN, et al, 2004; SANDERS, et al, 
1999; SCHMIDTKE et DIAMOND, 2000). 
La formation d'extensions membranaires peut etre obtenue artificiellement a l'aide de 
differentes techniques dont la trappe optique (billes de verre maintenues dans un champ 
optique), l'aspiration avec une micropipette (delicate aspiration de la cellule) et l'AFM 
(pointe. du cantilevier). Globalement, il y a formation d'extensions membranaires 
lorsqu'une surface, qui est en contact avec la membrane cellulaire, s'eloigne de la cellule. 
Ces nanotubes de membrane ont un diametre variant de lOnm (HOCHMUTH, et al, 
1983a) a plus de lOOnm (DAI et SHEETZ, 1995). Elles peuvent atteindre une longueur 
d'environ 20um et ont la particularite de ne contenir aucune structure du cytosquelette 
(HOCHMUTH, et al, 1983b; HOCHMUTH, et EVANS, 1982; RAUCHER, et al, 2000). 
La Figures 7 presente des images de microscopie electronique a balayage de billes de 
verre qui s'eloignent de cellules CHO ou on peut observer la formation de nombreuses 
extensions membranaires (SUN, etal, 2005). 
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Figure 7 : Images d'extensions membranaires (membrane tethers) observees par 
microscopie electronique. 
(A-C) Extensions membranaires formees entre une bille de 5(j,m et la membrane de 
cellules CHO. Barres echelles : (A et C) lum, (B) 500nm. (Images adaptees de SUN et 
al, 2005). 
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La Figure 8 presente des courbes de forces obtenues lors de 1'etirement de plusieurs 
extensions membranaires a l'aide de l'AFM. Ces courbes sont caracterisees par 
l'observation d'une force constante d'elongation avec des changements rapides de la force 
au cours du deplacement du cantilevier (2). La force constante d'elongation est le resultat 
du deploiement du reservoir membranaire, un reservoir qui a la fonction de tamponner la 
tension membranaire (RAUCHER et SHEETZ, 1999, 2001). La force d'etirement 
demeure done constante jusqu'a ce que le reservoir membranaire se vide completement et 
que'la membrane se detache de la surface du cantilevier (RAUCHER et SHEETZ, 1999). 
II a ete determine que la dimension du reservoir membranaire peut etre evaluee en 
mesurant la longueur du dernier plateau de force observee sur la courbe (RAUCHER et 
SHEETZ, 1999; SUN, et al, 2005). La presence des discontinuites sur les courbes de 
forces est le resultat du detachement successif des extensions membranaires (CUVELIER 
et al, 2005; DAI, et al, 1998; EVANS et LUDWIG, 2000; SUN, et al, 2005). Ainsi, la 
variation de la force qui est observee entre deux plateaux d'elongation (AF dans la Figure 
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Figure 8: Courbes de forces et representation schematique de la formation des 
extensions membranaires. 
Lors de la retraction du cantilevier de la surface de la cellule, il y a formation de plusieurs 
extensions membranaires (1). Ces nanotubes de membrane se detachent gradueliement (2) 
jusqu'a ce qu'ils se soient completeraent dissocies de la surface du cantilevier (3). Les 
courbes de la retraction du cantilevier sont caracterisees par la presence de multiples 
plateaux de forces (2). Chacun des changements de force AF represente la force pour 
etirer une extension membranaire. 
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5.2.1.1 Les elements qui influencent les forces d'etirement des extensions membranaires : 
La force qui est necessaire d'utiliser pour etirer une extension membranaire est influencee 
par plusieurs parametres cellulaires (GIRDHAR et SHAO, 2004). La force d'etirement 
d'une extension membranaire (F) peut etre exprimee a l'aide de l'equation suivante : 
(Equation 1) F = Fo + 27ir|effUt 
Ou Fo correspond a la force necessaire pour extraire une extension de membrane pure, T|eff 
est la viscosite effective et Ut, la velocite de croissance de l'extension membranaire. La 
force seuil (F0) est influencee par (1) la tension de la membrane, (2) la rigidite de la 
cellule a se deformer et (3) l'energie d'adhesion entre la membrane et le cytosquelette. La 
tension de la membrane est influencee par (1) l'interaction entre le cytosquelette et la 
membrane, (2) le ratio de l'aire de la membrane pour un volume et une morphologie 
cellulaire donnee, (3) la pression intracellulaire et (4) les niveaux d'endocytose et 
d'exocytose. La viscosite effective (neff) est, quant a elle, influencee par (1) la viscosite de 
la membrane, (2) 1'interaction entre les deux couches de la membrane et (3) le glissement 
entre la membrane et le cytosquelette (GIRDHAR et SHAO, 2004; HOCHMUTH et al, 
1996). 
Malgre le grand nombre d'elements qui influencent la force d'etirement, tel que presente 
precedemment dans 1'Equation 1, il a ete determine que les principaux elements qui 
influencent les forces de formation et d'etirement d'une extension membranaire sont la 
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tension membranaire et 1'adhesion entre le cytosquelette et la membrane. Afm de 
determiner l'implication precise de chacune des composantes de la force mesuree, Dai et 
Sheetz (1999) ont eu l'idee de mesurer la force necessaire pour etirer une extension 
membranaire qui se forme directement sur un bourgeonnement, un « bleb ». Les « blebs » 
sont des regions de la cellule ou la membrane adopte une forme spherique provoquee par 
le detachement de celle-ci du cytosquelette. Ces structures sont generalement observees 
au niveau des cellules endommagees, en division ou aux fronts de migration des cellules 
en mouvement (CUNNINGHAM, 1995). Dai et Sheetz (1999) ont observe que la force 
d'etirement de ces structures est minimale (environs 8pN) et est constante sur toutes les 
regions de la cellule ou se forme les « blebs » (DAI et SHEETZ, 1999). En comparaison, 
les forces d'etirement de la membrane interagissant avec le cytosquelette par differentes 
proteines, comme l'annexine II (RESCHER, et al, 2004) et les proteines ERM 
(Ezrin/Radixin/Moesin) (TSUKITA et YONEMURA, 1997), sont beaucoup plus elevees 
et peuvent atteindre des valeurs de plusieurs dizaines de pN. Ainsi, etant donne que 
l'interaction entre le cytosquelette et la membrane cellulaire est le facteur ayant la plus 
grande contribution dans la force necessaire pour etirer une extension membranaire (DAI 
et SHEETZ, 1999; DAI, et al, 1998; RAUCHER et SHEETZ, 1999), l'etude de ces 
forces a ete identifiee comme une indication directe de l'interaction existante entre la 
membrane et le cytosquelette (HOCHMUTH, et al, 1996; HOCHMUTH et MARCUS, 
2002; RAUCHER et SHEETZ, 1999; SUN, et al, 2005). 
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5.2.2 ETUDE DU MODULE D'ELASTICITE DES CELLULES A L'AIDE DE L'AFM : 
Comme presente dans la premiere partie de l'introduction, les cellules subissent de fortes 
contraintes de pression et de deformation dans 1'organisme. En effet, nous n'avons qu'a 
penser aux changements de la pression sanguine et des forces de cisaillement du sang sur 
les cellules endotheliales. Ainsi, 1'etude des changements de la rigidite cellulaire peut 
nous dormer d'importantes informations sur la mecanique des tissus. 
La rigidite cellulaire est determinee en mesurant le module d'elasticite de la cellule. Aussi 
nomme module de Young, le module d'elasticite est defini comme la resistance offerte 
par un corps elastique a une force de deformation qui peut etre une flexion, un etiremerit 
ou une compression. Ainsi, plus un objet est rigide, plus sa valeur du module d'elasticite 
sera grande. Pour mesurer le module d'elasticite d'une cellule, la methode qui est la plus 
souvent utilisee est basee sur les travaux de Heinrich R. Hertz sur l'etude de la 
deformation elastique d'un objet par des indenteurs (HERTZ, 1882). Afin d'appliquer les 
travaux de Hertz a l'AFM, une correction doit etre appliquee afin de corriger le fait que 
l'aire de contact entre la pointe de l'AFM et la cellule augmente avec la profondeur de 
l'indentation (RADMACHER, 2007; SNEDDON, 1965). Ainsi, la rigidite de la cellule 
peut etre mesuree en determinant la force qui doit etre appliquee sur la cellule pour un 
deplacement donne du cantilevier (LUDWIG, et al, 2008; RADMACHER, 2007). 
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Ce modele peut etre resume par 1'equation suivante : 
(Equation 2) F= S2 x (2/xc) x [E/(1- v2)] xtan(a) 
Ou F est la force appliquee, S est la deformation de l'objet tel que mesure par AFM en 
nm, E est le Module de Young (elasticite), v est le ratio de Poisson pour un objet donne et 
a est Tangle d'ouverture de la pointe de 1'AFM. En resume, la force F appliquee sur la 
cellule sera determined par les proprietes de la cellule (E et u), la geometrie de la pointe de 
l'AFM (a) et par le deplacement de la pointe de l'AFM dans la cellule (<S) 
(RADMACHER, 2007). Le ratio de Poisson (w) est une constante qui permet de 
caracteriser la contrainte de la matiere perpendiculairement a la direction de 1'effort 
applique. 
Dans Vequation 2, nous cherchons a determiner la valeur du module de Young (E). 
Exprime en Pascal (Pa), la constante E caracterise la propriete d'un objet a se deformer 
elastiquement lorsqu'il subit l'application d'une force perpendiculaire. Cependant notons 
que cette formulation assume que l'echantillon est homogene, isotrope (uniforme) et 
infmiment epais, ces affirmations ne s'appliquent pas necessairement a la cellule. En 
effet, la cellule est heterogene (organites, cytosquelette), fini (epaisseur de quelque urn) et 
montre une elasticite non lineaire (JAASMA, et al, 2006). Cependant, l'application du 
modele de Hertz et de son equation relient bien theoriquement et experimentalement les 
valeurs attendues (RADMACHER, 2007). 
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5.2.2.1 Les elements influencant le module d'elasticite des cellules : 
Les valeurs du module d'elasticite des cellules peuvent varier de 0.1 a plus de 200 kPa 
selon plusieurs elements qui modifient cette propriete (HOFMANN, et al, 1997; 
RADMACHER, et al, 1996; ROTSCH, etal, 1999). Parmi ces elements, le cytosquelette 
a ete identifie comme etant le principal responsable des changements du module 
d'elasticite de la cellule (RADMACHER, 2007). Le type cellulaire ainsi que la region de 
la cellule qui est etudiee influencent aussi les valeurs du module d'elasticite. Par exemple, 
il a ete observe que la region apicale au-dessus du noyau a une rigidite differente des 
autres parties de la cellule (CAILLE, et al, 2002; CHOUINARD, et al, 2008; KIDOAKI, 
et al, 2006; MATHUR, et al, 2001; MATHUR et al, 2000). La morphologie des 
cellules, l'orientation des filaments d'actines (KIDOAKI, et al, 2006) et l'age des cellules 
(BERDYYEVA, et al, 2005; LIEBER et al, 2004) vont aussi modifier la rigidite des 
cellules. 
Plusieurs facteurs exterieurs peuvent influencer/controler la rigidite de la cellule. En effet, 
le substrat sur lequel les cellules sont deposees influence le module d'elasticite de la 
cellule. Par exemple, des cellules cultivees sur des substrats de fibronectine, de 
vitronectine, de collagene de type 1 ou de serum bovin foetal (FBS) seront plus rigides 
que les cellules qui se sont adheres a des substrats de poly-L-lysine ou tout simplement de 
verre (TAKAI, et al, 2005). En effet, les substrats qui permettent l'etablissement de 
liaisons avec la surface a l'aide d'integrines (des proteines heterodimeriques 
transmembranaires qui forment des points focaux d'adhesion) modifient l'organisation 
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des structures d'actines chez la cellule comparativement a des substrats qui ne permettent 
que la formation de liaisons non specifiques. L'application d'un stress mecanique soutenu 
augmente aussi la rigidite des cellules (CHOQUET, et al, 1997; GALBRAITH, et al, 
2002; GLOGAUER, et al, 1998) par la reorganisation du cytosquelette d'actine (DENG, 
et al, 2004; GALBRAITH, et al, 2002; INGBER, 2003). Finalement, la rigidite de la 
cellule est aussi influencee par certains agonistes, comme 1'aldosterone 
(OBERLEITHNER, 2005) et le TNF-a (KANG, et al, 2008) ou la fixation de la cellule 
avec des agents chimiques induisant de la reticulation, comme le glutaraldehyde et le 
paraformaldehyde (HOH et SCHOENENBERGER, 1994; LULEVICH, et al, 2006; 
RIETHMULLER, et al, 2007). 
5.2.3 DETECTION EN TEMPS REEL DE CHANGEMENTS MORPHOLOGIQUES DE 
LA CELLULE A L'AIDE DE L'AFM : 
En plus de permettre l'etude des proprietes mecaniques de la membrane cellulaire, l'AFM 
permet aussi la detection de fins changements morphologiques du corps cellulaire. En 
effet, la deflection du cantilevier peut etre exprimee en deplacement vertical reel (Z). 
Etrangement, malgre la grande precision des valeurs obtenues en hauteur (nm) et de sa 
grande resolution temporelle (ms), cette application de l'AFM n'a que tres rarement ete 
utilisee sur les cellules. 
La premiere etude qui a ete realisee en utilisant cette approche est celle de Shroff et al, en 
1995 (SHROFF, et al, 1995). lis ont eu l'idee de placer la pointe du cantilevier 
45 
directement sur des myocytes d'oreillettes de rat afm d'etudier lews caracteristiques de 
pulsation. lis ont pu ainsi rapporter que la frequence des contractions de ces cellules etait 
dependante de la concentration de calcium dans le milieu extracellulaire, sans toutefois 
affecter l'amplitude de ces contractions. Plus tard, une autre etude a demontre que les 
cardiomyocytes ont une pulsation differente si elles sont etudiees dans des conditions de 
confluence ou sur des cellules isolees (DOMKE, et al, 1999). En effet, a confluence les 
cardiomyocytes pulsent avec une frequence reguliere (1Hz) et synchrone. Les cellules qui 
sont isolees ont pour leur part plusieurs irregularites de pulsation dont des periodes de 
silence. De plus, ils ont aussi remarque des changements dans l'amplitude des 
contractions sur une meme cellule selon 1'emplacement ou les mesures ont ete effectuees 
(partie centrale comparativement a la peripheric de la cellule). 
L'AFM a aussi ete employee pour etudier l'activite cellulaire en analysant la frequence 
d'oscillation de la membrane. Ainsi, il a ete determine que la frequence d'oscillation de la 
membrane est influencee par differents parametres dont la temperature de 
l'environnement cellulaire, l'activite metabolique de la cellule (PELLING, et al, 2005; 
PELLING, et al, 2004), le voltage transmembranaire (PAMIR, et al, 2008; ZHANG, et 
al, 2001), la mobilisation intracellulaire du calcium (HILL, et al, 2007), 1'etat d'activite 
de la cellule et les forces de protrusion des lamellipodes (PRASS, et al, 2006; ROTSCH, 
et al, 1999). Ces differents elements peuvent etre etudies quantitativement en analysant 
les deplacements verticaux de la membrane. 
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6 LA RESONANCE DES PLASMONS DE SURFACE (SPR) : 
6.1 LA TECHNIQUE SPR : LES PLASMONS DE SURFACE : 
Le principe sur lequel le systeme de detection SPR est base est l'analyse de la resonance 
des plasmons de surface. Les plasmons de surface sont des oscillations de la densite des 
charges electromagnetiques a 1'interface entre un metal (Or) et un dielectrique (ex: un 
milieu aqueux) (COLLINGS et CARUSO, 1997). Ces plasmons entrent en resonance 
lorsqu'un faisceau lumineux d'un laser polarise transverse magnetique (TM) les excite a 
un angle de couplage precis (MELENDEZ, et al, 1997). A ce moment, il y a formation 
d'un champ evanescent qui se propage dans le milieu dielectrique et qui decroit de facon 
exponentielle. Le champ evanescent ainsi produit a une dimension equivalente a la moitie 
de la longueur d'onde du laser polarise utilise (Figure 9). 
La Figure 10A presente le systeme SPR developpe dans notre laboratoire et utilise dans 
cette these. La Figure 10B et C decrivent visuellement et schematiquement les differentes 
parties du SPR. II est constitue de plusieurs elements dont un laser P-polarise, un prisme 
de couplage en BK7, une surface reflechissante en or deposee dans une chambre 
fluidique, un polariseur rotatif et un photodetecteur. Lors d'une experience, le laser P-
polarise traverse le prisme de couplage en BK7 avec un angle superieur a Tangle de 
reflexion totale interne. La reflexion du faisceau laser sur 1'interface or-dielectrique est en 
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Figure 9 : Le champ evanescent des plasmons de surface. 
Lorsque les plasmons entrent en resonance, il y a formation d'un champ evanescent qui se 
propage dans le milieu et qui decroit de facon exponentielle. 
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Figure 10 : Le systeme SPR. 
(A et B) Vue globale du systeme SPR utilise dans le laboratoire. (A) Le systeme SPR est 
relie a un ordinateur, des controleurs et une source laser. (B) Le SPR est constitue par un 
laser, un goniometre, un polarisateur rotatif, une photodiode et un support qui contient le 
prisme et le module d'experimentation. (C) Schema representant le montage optique final 
du systeme SPR. 
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plasmons et genere un champ evanescent d'une centaine de nm au-dessus du substrat d'or 
(Figure IOC). 
Afin de determiner Tangle avec lequel nous obtenons un couplage maximal, ou la 
puissance du laser est transferee de facon maximale aux plasmons de surface, un balayage 
d'angles de reflexion du laser est effectue sur l'echantillon. Nous obtenons ainsi un 
graphique de la puissance de reflexion du laser percu par le photodetecteur en fonction de 
Tangle d'incidence du laser sur l'echantillon (Figure 11). Cette courbe permet de 
determiner a quel angle nous obtenons le couplage maximal (voir 0spi sur la Figure 11). 
L'observation d'une diminution de la puissance reflechie par le photodetecteur indique 
qu'il y.a un transfer! d'energie et que celui-ci a excite les plasmons de surface. 
Le couplage optimum entre le laser et les plasmons est influence par plusieurs elements. 
En effet, il est dependant de Tangle d'incidence du laser sur Tinterface d'or, de la 
longueur d'onde du laser et de Tindice de refraction du milieu senseur. Ainsi, avec une 
longueur d'onde et un angle d'incidence du laser constant nous sommes en mesure de 
detecter des changements dans Tindice de refraction du milieu senseur. Dans une 
experience, comme lors de la liaison d'un ligand sur une surface fonctionnalisee avec un 
recepteur, on observe un changement dans la quantite de molecules presentes dans le 
champ evanescent des plasmons de surface (Figure 12A). Ce changement affecte Tindice 
de refraction du milieu senseur et mene a des variations dans Tintensite du faisceau 
reflechi par la surface, un element qui est facilement quantifiable a Taide d'un 















Figure 11 : Variation de la puissance reflechie du laser en fonction de l'angle 
d'incidence du laser sur I'echantillon. 
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Figure 12 : Mesiire de la liaison d'un ligand et d'un receptear par SPR. 
(A) La liaison d'un ligand sur un r&epteur (2) change la masse presente sur la surface 
senseur du SPR (3). (B) Ce changement modifie l'indice de refraction de la surface et 
change Tangle de couplage maximal aux plasmons de surface. (C) Ce changement se 
traduit comme un deplacement dans le temps de la puissance reflechie du laser (avec un 
©fixe)-
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avec son recepteur et de determiner les differents parametres de liaison (PILIARIK, et al, 
2009; SCHUCK, 1997). 
6.2 LE SPR ET L'ETUDE DE LA CELLULE : 
Le SPR a depuis longtemps demontre sa grande efficacite a effectuer des etudes sur la 
chimie de surface par l'etude des modifications des indices de refraction associes a des 
changements moleculaires (MULLETT, et al, 2000; PILIARIK, et al, 2009; SCHUCK, 
1997). Au cours des dernieres annees, une nouvelle application du SPR a ete suggeree et 
elle consiste en l'etude de processus cellulaires. En effet, nous savons que les cellules 
subissent beaucoup de modifications moleculaires, ainsi Hide et al ont suggere en 2002 
que cette technique peut aussi detecter des evenements moleculaires qui surviennent dans 
le premier 200nm de la partie basale de la cellule (HIDE, et al, 2002). 
A ce jour, le SPR a ete utilise dans differentes etudes cellulaires, par exemple pour etudier 
les differents elements de la signalisation intracellulaire menant a 1'activation des 
mastocytes par des antigenes et l'implication de la tyrosine kinase de la rate (Syk) et du 
«linker » pour l'activation des cellules T (LAT) (HIDE, et al, 2002; TANAKA, et al, 
2008). Elle a aussi demontre une grande efficacite pour la detection de la coagulation du 
sang et de l'adhesion des plaquettes et des cellules sanguines dans des conditions 
physiologiques de cisaillement (HANSSON, et al, 2007). Le groupe de Kosaihira et Ona 
a aussi demontre que cette technique a un grand potentiel pour 1'evaluation de 
medicaments pour le cancer grace a. sa grande rapidite d'execution et d'obtention de 
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resultats quantitatifs des effets apoptotiques de certains agents (KOSAIHIRA et ONA, 
2008). Toutefois, ces etudes ne sont pas en mesure de determiner precisement les 
evenements moleculaires qui sont directement exprimes dans les changements du signal 
SPR observe. 
La technique SPR est aussi tres efficace pour etudier des processus cellulaires precis par 
1'isolation de systemes moleculaires hors de la cellule. Ainsi, il est possible d'etudier 
l'attachement et le detachement du complexe actine-myosine provenant de sarcomeres 
intacts (TONG, et al, 2001), l'interaction entre certaines proteines avec la membrane 
cellulaire (BESENICAR, et al, 2006), la composition en cholesterol de la membrane de 
la cellule (ZIBLAT, et al, 2006) et les mecanismes de la liaison specifique du complexe 
calcium-calmoduline a des proteines cibles (OZAWA, et al, 1997) ou a d'autres ions 
(OZAWA, etal, 1999). 
Ces differentes etudes qui ont ete realisees au cours des demieres annees nous menent a 
suggerer que le SPR devrait nous permettre d'etudier des processus cellulaires impliquant 
des changements morphologiques dans la region basale d'une monocouche de cellules. 
Cette technique devrait ainsi nous permettre d'etudier les effets de differents agents 
pharmacologiques sur la cellule et de mieux comprendre les roles joues par les differentes 
voies de signalisation qui sont impliquees dans ces reponses cellulaires et ce, avec 
l'avantage de n'avoir a utiliser aucun marqueur. 
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RESUME EN FRAN£AIS DE L'ARTICLE 1 
Les processus cellulaires qui surviennent suivant la stimulation d'un recepteur sont 
generalement evalues au moyen de techniques de biologie moleculaires et des approches 
microscopiques impliquant de nombreux marqueurs. Les recents progres realises sur des 
approches experimentales qui permettent la caracterisation mecanique de differentes 
entites biologiques, permettent desormais d'etudier directement les proprietes mecaniques 
de la cellule. Dans cette etude, nous demontrons que la microscopie a force atomique 
(AFM) peut etre utilisee pour quantifier en temps reel l'activite mecanique et 
morphologique de la cellule suivant l'activation du recepteur ATi, un recepteur connu 
pour son role dans la regulation de l'homeostasie circulatoire. En combinant l'etude de la 
deflection du cantilevier de l'AFM avec des observations effectuees en microcopie a 
contraste de phase et confocale, nous montrons que la stimulation du recepteur ATi avec 
lOOnM d'angiotensine II produit une contraction cellulaire qui atteint une amplitude de 
262±52nm et qui est dependante de l'actine. L'origine mecanique de la reponse a ete 
validee en mesurant le module d'elasticite de la cellule a partir d'experiences 
d'indentations de la membrane cellulaire. De plus, l'observation de fluctuations 
nanoscopiques de la hauteur de la membrane cellulaire suivant la contraction initiale de la 
cellule est attribuee a la reorganisation du cytosquelette d'actine. Finalement, par 
l'utilisation d'inhibiteur pour des elements specifiques des voies de signalisation du 
recepteur ATi, nous demontrons que l'AFM peut etre utilise pour etudier en temps reel les 
processus moleculaires responsables de la reponse mecanique de la cellule. 
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ABSTRACT 
Physiological processes, occurring as a result of specific receptor stimulation, are 
generally assessed via molecular biology techniques and microscopic approaches with the 
involvement of specific molecular markers. The recent progress in experimental 
approaches, allowing the mechanical characterization of individual biological entities, 
now makes it possible to address cellular processes occurring in individual cells as a result 
of their stimulation by hormones. Here, we demonstrate that the atomic force microscope 
(AFM) can be used to mechanically probe individual cells following the activation of the 
angiotensin-1 receptor, a receptor well known for its role in cell homeostasis regulation. 
Our goal is to demonstrate that the measurement of cantilever deflection can be used to 
quantify in real time the mechanical and morphological cell activity associated with the 
activation of the receptor. By combining the AFM with time-lapse sequences of phase-
contrast and confocal micrographs, we show that the angiotensin-1 receptor stimulation 
with lOOnM angiotensin II produces an actin-dependent contractile response with an 
amplitude of 262±52nm. We validated the mechanical origin of the responses by 
measuring the elastic modulus of the cell from indentation experiments performed at 
30sec intervals. Additionally, nanoscaled height fluctuations of the cell membrane 
occurring after the initial contraction response could be attributed to an increased actin 
cytoskeleton activity and remodeling detected by confocal microscopy. Finally, by using 
inhibitors for specific elements of the angiotensin-1 receptor signaling pathways, we 
demonstrate that AFM real-time height monitoring allows a read out of the molecular 
processes responsible for the cell mechanical response. 
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INTRODUCTION 
In a large variety of physiological responses, stimulation of specific signaling pathways is 
involved and leads to cell contraction and/or morphological remodeling. The cytoskeleton 
of epithelial and endothelial cells is also central to their role as barrier in various tissues 
and organs [1-3]. The production of actin-mediated contractile force, in response to a 
wide variety of agonists, such as thrombin, aldosterone, endothelin, bradykinin and 
angiotensin II (Angll), are critical in the control of blood flow and vascular permeability 
[4-8]. These mechanically active agonists proceed through signaling pathways involving a 
variety of G-protein coupled receptor (GPCR) such as Gq, G12/13 and G;/0 as well as small 
GTPases of the Rho family [4, 9, 10]. Stimulation of G proteins is directly involved in cell 
contraction as a result of the phosphorylation of the myosin light chain (MLC) [11]. In 
addition to cell contraction, the dynamic alteration of the actin cytoskeleton is a 
prerequisite to cellular processes associated with extensive cell shape remodeling. Indeed, 
in nonmuscle cells, the Rho GTPase family is well known to regulate actin remodeling in 
processes leading to cell contraction [4, 9, 12], stress fiber formation [12, 13] and cell 
motility [14-16]. In this context, the discrimination of cellular events simultaneously 
causing a contraction of the cytoskeleton from those associated with dynamic actin 
alteration and remodeling still represents an important challenge for the understanding of 
cell mechanics and homeostasis regulation. 
Microscopic observations in conjunction with mechanical assays,- based on flexible 
substrates, have provided a wealth of information pertaining to cell contraction and 
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locomotion [17-19]. More recently, nanoscaled approaches such as optical and magnetic 
traps [20-24], micropipette aspiration [25], shear flow [26], and atomic force microscope 
(AFM) [27-35] were demonstrated as powerful tools to investigate mechanical response 
in individual cells in various physiologically relevant contexts. The AFM was shown to be 
particularly suitable to cell mechanical studies as demonstrated in the monitoring of single 
cardiomyocytes beating amplitudes [30] and to the mechanical properties of various 
cellular models [36-38]. More recently, the technique was also applied to the monitoring 
of metabolic-driven cell membrane fluctuation in Saccharomyces cerevisiae [31, 32] and 
to the monitoring of cell pulsation in various human cells [33, 39]. 
In the present work, we apply the AFM to the real-time monitoring of mechanical 
response induced by the activation of the Angll type-1 receptor (ATj receptor) in 
individual cells. From simultaneous mechanical measurements and microscopic 
observations, we establish temporal relationship between the GPCR stimulation and the 
contractile and morphological response of the cell. The recorded mechanical responses 
contain information that can be interpreted in terms of actomyosin-mediated contraction 
and general remodeling of the cytoskeleton. 
MATERIALS AND METHODS 
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Cell culture and transfection: The transfection of human embryonic kidney-293 (HEK-
293) cells (Qbiogene, QBI-HEK-293A cells, Carlsbad, CA, USA) with the AT] receptor 
was performed as previously described [40]. The G-418-resistant clonal cell line was 
maintained in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 2mM 
L-glutamine, 2.5ug/ml amphotericin B, 50IU/ml penicillin, 50ug/ml streptomycin 
(Wisent, St-Bruno, QC, Canada) and 0.4mg/ml G-418 (Gibco Life Technologies, 
Gaithersburg, MD, USA) at 37°C in 5% C02 incubator. Prior to the experiments, the cells 
were plated in 60mm Petri dishes with a glass bottom coated with poly-D-lysine (MatTek 
Corporation, MA, USA). 
Transfection of HEK-293 cells with GFP-actin was performed using FuGENE 6 
transfection reagent protocol (Roche, USA). Briefly, 2ul of FuGENE 6 was combined 
with 98ul serum-free DMEM medium and then mixed with lug of plasmid GFP-actin 
DNA (gift from Dr J-L Parent, Department of Rheumatology, Universite de Sherbrooke). 
After 20 minutes of incubation at room temperature, the solution is added to cell culture 
Petri dish and incubated for 48 hours at 37°C in 5% CO2 incubator. 
AFM measurements: Our custom-made force measurement device, based on the design 
and operation of an AFM [39, 41], was attached to the stage of an inverted microscope 
(AxioVert 200, Carl Zeiss, Germany). The system uses a> piezo scanner (P753.21C, 
Physik Instrumente, Auburn, MA), equipped with a capacitive sensor with a nominal 
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closed-loop resolution of O.lnm, a piezoelectric X-Y positioner (PXY 200/28 motion x, y 
200um, Piezosystem Jena Inc, MA, USA) and a laser source of 635nm (OZ-2000 series, 
OZ Optics Ltd, USA). This arrangement allowed the precise positioning of the cantilever 
over the center of the cell (apical region). Soft silicon nitride cantilevers (Veeco, MLCT-
AUHW, CA, USA) were cleaned with UV light (?i=254nm, 20W, Spectronics, Westbury, 
USA) for 15 minutes and were calibrated before and after each experiment using thermal 
noise amplitude analysis [42, 43]. The measured spring constants are typically found to be 
between 0.008 and O.OlON/m. A typical experiment was performed as follows: A Petri 
dish containing HEK-293 cells was washed one time, and the growth medium was 
replaced with HEPES-buffered salt solution (HBSS; 20mM Hepes at pH 7.4, 120mM 
NaCl, 5.3mM KC1, 0.8mM MgS04, 1.8mM CaCl2, and l l . lmM dextrose) and placed 
under the force measurement device. The tip of the AFM was moved over an individual 
cell with the help of the inverted microscope and the piezoelectric X-Y positioner. The cell 
approach was stopped when a contact force between the cell and the AFM tip equivalent 
to 200pN was detected. This contact was maintained for at least 15min prior to recording 
to ensure signal stability (flat baseline). The last fraction of this baseline was recorded for 
at least 5min prior to Angll stimulation. HEK-293 cells were activated with lOOnM Angll 
(American Peptide, Sunnyvale, CA, USA) and, in Fig. 2e, treated with 0.5uM latrunculin 
A (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) for 30 minutes before Angll stimulation. In 
Fig. 4, the cells were treated with lOOuM Blebbistatin or 20uM ML-9 for 30 minutes or 
lOuM Y-27632 (Calbiochem, San Diego, CA, USA) for 24 hours before Angll 
stimulation. All AFM experiments were performed at room, temperature (25°C) to 
minimize the noise generated by the heating/cooling cycle of the temperature control 
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device. Simultaneously to force spectroscopy measurement, the morphological changes of 
the cell were observed by phase-contrast microscopy. All micrographs were captured with 
a 40X phase-contrast objective, a high-sensitivity camera (AxioCam MRm, Carl Zeiss, 
Germany) and analyzed with AxioVision LE software to monitor morphological changes 
and cell area variations. 
Evaluation of cell stiffness: To monitor change in cell stiffness upon ATi receptor 
stimulation, cell elasticity measurements were performed on cells as previously described 
by others [38, 44]. As for the determination of height change, the tip of the AFM was 
positioned over the center of an individual cell with the help of the inverted microscope 
and the piezoelectric X-Y positioner. Indentation curves were recorded at 30 seconds 
intervals from 5min before to 20min after lOOnM Angll cell stimulation. The indentation 
curves were fitted with the Hertz model [44] to determine the Young's Modulus (YM). 
The YM is defined by F= (52x(2/;r)x[£/(l-t)2)]xtan(a), were F is the applied force on the 
cell membrane, E is the elastic modulus (kPa), v is the Poisson's ratio (0,5), a is the 
opening angle of the AFM tip (35°) and 8 is the indentation depth (300nm in our 
experiments). All the experiments were performed with an approach/retract speed of 
6um/sec. 
Confocal microscopy: The actin cytoskeleton reorganization of cells expressing GFP-
actin was analyzed from confocal microscopy micrographs. HEK-293 cells, grown on 
60mm glass bottom Petri dishes, were washed one time and the growth medium was 
replaced with HBSS. The cells were examined with a scanning confocal microscope 
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(FLUOVIEW FV1000, Olympus, PA, USA) using a 40X oil-immersion objective. GFP-
actin was excited with a wavelength of 488nm and its emission recorded at 505nm. 
Micrographs were obtained for 15 optical sections of lum for the observation from the 
basal (Fig. 2a) to the apical (Fig. 2c) sections of the cells. For the transverse view of the 
cells, 55 optical sections of 250nm (Fig. 2b) at 15 seconds intervals were recorded before 
and after stimulation with lOOnM Angll. The time to achieve one xyz stack was 15sec. 
The resulting micrographs sequence was analyzed using Image-Pro Plus software to 
measure cell volume and to obtained apical, basal and transversal views of cell actin 
distribution (MediaCybernetics, MD, USA). 
Statistics: In Fig. 4e, data are shown as mean value ± standard error of the mean (SEM). 
To determine significance of differences (p<0.05), we used an analysis of variance 
(ANOVA) between the groups and a post Hoc (Dunnett correction) to compare each mean 
with the control group. 
RESULTS 
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Angiotensin-II-dependent contraction of individual cells measured by AFM: 
In this study, we use the AFM to mechanically monitor the activation of individual HEK-
293 cells transfected with the Angll receptor ATi as published previously [45]. These 
cells have been previously demonstrated to respond to Angll with optical microscopy [46] 
and by monitoring of the intracellular calcium [47]. In Fig. 1, we combined the AFM with 
phase contrast microscopy to characterize the cellular response associated with the 
activation of the ATi receptor by Angll. To record in real time the mechanical response 
induced by ATi receptor activation, an AFM force transducer with a tip of about 50nm in 
radius was allowed to contact the cell surface with a force corresponding to approximately 
200pN. The AFM tip was precisely positioned over the center (apical region) of an. 
individual cell (see insert in Fig. la) to minimize variation in the cellular response that 
could be associated to the diverse geometry observed throughout the cell surface. 
Figure la is a typical Angll-induced cellular response detected by the AFM cantilever and 
plotted as cell membrane displacement (nm) as a function of time (min). In a typical 
experiment, the baseline prior injection of Angll is recorded for at least 5min to ensure 
thermal and mechanical stability. The contact of the cell with the AFM prior of the 
experiment did not lead to detectable remodelling or morphology changes. At this point, 
the signal measured is characterized by an averaged height fluctuation of 0.70±0.07nm, 
corresponding to 7.0±0.7pN, as measured by averaging of the AFM height data. This 
Figure 1: Simultaneous monitoring of AFM signal and phase-contrast micrograph on 
ATi-transfected HEK-293 cells stimulated by Angll. (a) In a typical experiment, an AFM 
cantilever is allowed to contact the apical region of an individual cell with a force inferior 
to 250pN (insert). A baseline is recorded for several minutes before the injection of 
lOOnM Angll (Omin). The cell mechanical response is plotted as cell membrane 
displacement units as a function of time, (b) Upper image row: Phase-contrast 
micrographs recorded before (-2min) and after Angll stimulation (2 and lOmin). The 
micrograph at 2min exhibits maximum contraction of the cells and corresponds to the 
maximum in the AFM height signal, whereas the micrograph at lOmin shows extensive 
spreading of the cell. Bottom image row: Magnified view of a cell (see asterisk at -2min, 
upper image row) exhibiting cell body contraction as demonstrated by dotted lines at -
2min versus 2min. Scale bars corresponds to 20|im (upper image row) and 5 urn (bottom 
image row) (c) Upper curve: Control experiment in which HEK-293 cells, transfected 
with the ATi receptor, are exposed to an injection of 500ul of the buffer solution (HBSS) 
without Angll. Bottom curve: Control experiment were HEK-293 cells are transfected 
with an empty vector (without the ATi receptor coding sequence) are exposed to Angll 
























































































result is on the same order of magnitude as the typical noise for this cantilever. 
Immediately after the stimulation by lOOnM Angll, a cell membrane displacement of 
262±52nm («=6) is observed as a result of the cell pushing against the cantilever, thus 
developing a positive force against the tip. In order to clarify the origin of the AFM 
signal, we simultaneously recorded a time sequence of phase-contrast micrographs. The 
comparison of the cell morphology before (-2min) and at the maximum of the height 
signal (~2min) shows an unambiguous contraction of the cell bodies that we relate to the 
ATi receptor stimulation (see dotted lines in Fig. lb, bottom image row). The extent of the 
contraction is assessed in Fig. lb by the analysis of the cell area with the AxioVision 
software. Measurements performed on 50 cells result in an averaged area of 1520±51um2. 
When recorded at the maximum of the AFM height signal after Angll stimulation, a 
significant decrease (p=0.004) in the cells area is observed (1320±44um2), giving a 
reduction of area by approximately 12%. This result is consistent with the maximum cell 
membrane displacement measured with the AFM (262±52nm). In this context, we argue 
that the contraction of the cell results in the elevation of the apical region of the cell. 
Another important feature of the ATi receptor-dependent cellular response is the 
significant change in morphology observed after the initial contractile response. Indeed, 
the phase-contrast micrograph recorded lOmin after Angll stimulation (Fig. lb) clearly 
shows a significant spreading of the cell body as reported previously for this cellular 
model [46]. Interestingly, these structural changes are associated with an increased 
fluctuation in the AFM signal (see arrowheads in Figure la) observed when comparing 
the signal before (-5 to Omin) and after (5 to 20min) the Angll stimulation. Indeed, in 
these time intervals, the averaged fluctuation increases from 0.70±0.07nm to 6.30±0.46nm 
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in amplitude. We speculate here, that this tenfold increase in the cell surface fluctuations 
can be interpreted as an index of cell remodeling activity. 
In Fig. lc, we present two control experiments conducted to confirm the contribution of 
the ATi receptor stimulation in the height response recorded with the AFM. As a control, 
HEK-293 cells transfected with the ATi receptor were stimulated with HBSS (vehicle for 
all Angll injection) to address the possibility the injection could cause temperature-related 
force signal drift or shear stress cellular activation as observed in a several cell types, 
including epithelial cells [48-50]. As for the Angll stimulation experiment, 500|i.l of 
HBSS was introduced with a micropipette into the Petri dish while the AFM signal was 
recorded. As expected, no AFM signal was detected (Fig. lc, upper curve), nor any 
morphological changes observed by phase-contrast microscopy (data not shown). In an 
additional control, the stimulation of MOCK HEK-293 cell (transfected with an empty 
vector) with lOOnM Angll (Fig. lc, bottom curve) also generated no AFM response, thus 
confirming the implication of ATi receptor in the cell response observed in Fig. la. 
Actin activity in relation to Angll-induced mechanical response: 
To access the contribution of actin cytoskeleton in the recorded AFM signal, we use 
HEK-293 cells expressing the ATi receptor and co-transfected with GFP-actin to generate 
confocal micrographs at different times of the stimulation. From these cells, we obtain 
fluorescence micrograph results without the uses of conventional fluorescent probes 
requiring cell fixation and thus the loss of the cells response to Angll. Confocal 
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micrographs showing different views of the cell actin at different times before and after 
Angll stimulation are presented in Fig. 2a and b. The confocal micrograph of the basal 
section (Fig. 2a) obtained prior to ATi stimulation shows a morphologically stable cell 
with numerous actin structures [46]. A transversal confocal micrograph of a cell is 
presented in Fig. 2b and shows a relatively uniform distribution of the GFP-actin 
throughout the cell body. This transversal presentation does not easily allow for the 
observation of the actin structures but rather gives a general idea of the GFP-actin 
distribution throughout the cell body. It should be considered here that the fluorescent 
signal in ,both micrographs sets is attributed to both the f- and g-actin components of the 
overall actin population. Consistent with the results presented in Fig. 1, a significant 
contraction of the cell body (see arrowhead) is observed 2min after ATi stimulation. 
Indeed, a careful inspection of the confocal micrographs Fig. 2a (-2min and 2min after the 
stimulation with Angll) reveals a notable reorganization of the actin content toward the 
cell body center, which is consistent with a contractile response of the cell. In addition, 
the transverse view at 2min shows an increase in actin content at the apical region of the 
cell (Fig. 2b, arrowhead at 2min), which is consistent with the height increase observed in 
the AFM signal. Confocal microscopy of GFP-actin in the late phase of the stimulation 
demonstrates an extensive rearrangement of the actin structures most notably the loss of 
well-defined actin filaments (Fig. 2a at lOmin) and the increase in actin density at the 
basal region of the cell (Fig. 2b, see arrowhead at lOmin). This reorganization of the actin 
cytoskeleton is concomitant with the spreading of the cell body and we argue that this 
actin relocation is responsible for a good part of the fluctuation in the AFM signal in the 
late phase of the stimulation. Essentially, these observations confirm the implication of 
Figure 2: Confocal imaging of HEK-293 cells, transfected with GFP-actin, in relation to 
the mechanical response measured with the AFM. (a) Confocal imaging of lum thick 
section recorded in the basal region of the cell showing actin structures. Micrographs are 
presented at selected times before and after Angll stimulation (-2, 2 and lOmin). The 
arrows indicate the apparent contraction of the cell body, (b) Transversal view of an 
individual cell, constructed from 55 sections of 250nm, before and after AT] receptor 
stimulation. The arrows show, respectively, the redistribution of the GFP-actin to apical 
and basal regions of the cell at 2 and lOmin after Angll stimulation. Scale bar in (a) and 
(b) corresponds to lOum. (c-d) Relation between height fluctuation in the AFM signal 
and actin movement observed in confocal micrographs of the apical regions of a cell 
transfected with GFP-actin. The confocal micrographs correspond to a lum thick section 
in the apical region of the cell recorded at lmin time intervals before (c) and 15min after 
(d) Angll stimulation, (c) The bright spots correspond to actin structures, which are 
essentially stable throughout the time sequence (see arrowheads), (d) The bright spots 
(see arrowheads) in the time sequence reflect an increased dynamical state of the actin 
structures. Scale bar in (c) and (d) corresponds to 5um in confocal micrographs, (e) 
Monitoring of the mechanical response induced by Angll (lOOnM) on HEK-293 cells 
pretreated with LatA (0.5uM). In this experiment the cells do not react markedly 
compared to Fig. la, thus demonstrating the contribution of the cytoskeleton in the AFM 
signal. 
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the actin cytoskeleton in the fluctuating AFM signal observed in the late phase of the 
stimulation and in the cell spreading observed in the phase-contrast micrograph in Fig. lb 
(lOmin). Furthermore, the change in cell height observed through AFM monitoring 
following the Angll stimulation can be associated to changes in cell volume. To clarify 
this possibility, we measured the cell volume from confocal images stacks. We found no 
significant change when comparing the volume before and at 2min after Angll stimulation 
(M=8, Table I). We calculated a volume variation of 0.01±0.13pL, which is not statistically 
significant; therefore, we can assume the cell volume remains constant in the course of 
our experiment. 
To evaluate the movement of actin structures, directly under the region where the AFM 
cantilever is in contact with the cell membrane, confocal micrographs of the apical section 
of the cell were recorded at lmin interval before (Fig. 2c, upper panel) and after Angll 
stimulation (Fig. 2c, bottom panel). On the micrographs obtained before Angll 
stimulation, small actin structures can be observed showing a relative positioning stability 
in time (Fig. 2c, upper panel). In contrast, Fig. 2c (bottom panel) shows the apical region 
of a cell after 15min of Angll stimulation. One can readily observe continual changes in 
the position of GFP-actin structures discernible as small fluorescent elements in the 
micrographs. These results suggest that subtle actin movement at the apical region of the 
cell could be a significant contribution to the observed fluctuations of the AFM signal as 
shown in Fig. la (see arrowheads). 
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Mean ± SEM 0,01±0,13 (-0.03%) 
Table I: Evaluation of the cell volume from confocal images before and 2min after 
lOOnM Angll stimulation. 
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To further confirm the involvement of the cytoskeleton in the recorded mechanical 
response, cells were pretreated with the actin depolymerizing drug latrunculin A (LatA) 
before their stimulation by Angll. The mechanical response, normally observed when 
stimulating the AT] receptor, was greatly abolished (Fig. 2d), which clearly establishes 
the essential contribution of the actin cytoskeleton in the development of the mechanical 
response. It should be noted here that LatA pretreatment of the cells also abolished the 
mechanical fluctuations observed in the late phase of the stimulation, which point towards 
a significant contribution of actin structures in this process. 
Changes in cell morphology, related to dynamic alteration of the cytoskeleton, has been 
demonstrated to be associated with changes in cell elastic modulus in several studies 
probing cellular mechanics [37, 38]. With the AFM, the Young's modulus of cells can be 
estimated from indentation force curves [51]. The procedure has been recently applied to 
study the role of the actomyosin contractile machinery in fibroblast contraction [52]. We 
have used this approach to confirm that the real-time mechanical response, recorded upon 
cell stimulation by Angll, is associated to a change in cell stiffness. In Fig. 3, we present 
the results of an experiment designed to monitor changes in Young's modulus in cell 
stimulated with Angll. In this experiment, indentation curves (Fig. 3b) are recorded every 
30sec and analyzed to produce a time course of the variation of cell elastic modulus (Fig. 
3 c). As expected, due to cytoskeleton reorganization, we observe a sharp increase from 
969±95Pa to 3727±461Pa of the calculated Young's modulus approximately 2min after 
Angll stimulation. These results are consistent with the results presented in Figs. 1 and 2, 
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Figure 3: Indentation experiment performed at 30sec time intervals to evaluate the 
change in Young's modulus in a cell stimulated with Angll. In a typical experiment, the 
apical region (a) of an individual cell is indented with a force inferior to 250pN (b), while 
the corresponding force trace is recorded. The data are fitted with the Hertz model [44] to 
derive the time course presented in (c). Each point is an average of five independent 
experiments. 
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observed in real-time measurement of Angll-induced cellular response, making it a 
valuable procedure for probing of fast transient mechanical cellular response. 
Regulatory cascade responsible for the mechanical response: 
In muscle and nonmuscle cells, the actomyosin system is largely involved in the 
regulation of contraction, motility and actin-based cytoskeleton dynamics. In order to test 
the involvement of actomyosin force generation in the observed mechanical response 
following the stimulation of the ATi receptor, we pretreated the cell with the inhibitor 
blebbistatin (Fig. 4a). This agent is known to inhibit myosin-II ATPase activity and lower 
actin-myosiri affinity [53], thus interfering with the contraction mechanism. Figure 4b 
shows a representative mechanical response recorded with the AFM where the initial 
contractile response is totally abolished, which indicates that the actomyosin contractile 
machinery plays a prominent role in the development of the mechanical response 
following the stimulation of the angiotensin receptor. 
The actomyosin-dependent contractile response requires the phosphorylation of the 
regulatory MLC on Thr-18 and Ser-19. This phosphorylation-dependent activation of 
MLC was previously shown to involve two alternative signaling pathways (Fig. 4a): the 
first involving MLCK, a kinase regulated through the G-protein Gq and the second 
involving the direct phosphorylation of MLC by Rho-kinase, a kinase regulated by the 
Q12/13 signaling pathway. The Rho-kinase also has the capability to inactivate the MLC 
phosphatase (MLCP). To test whether MLCK contributes to the mechanical response 
Figure 4: Identification of the signaling pathways involved in the mechanical response 
induced by the activation of the AT] receptor, (a) Diagram presenting two independent 
signaling pathways known to be involved in contraction mediated by AT] receptor 
activation via its hormone Angll. The first involves Gq and ultimately leads to MLCK 
activation and actomyosin-based contraction, whereas the second proceeds through G12/13 
and the activation of the kinase RhoK ultimately leading to the inhibition of the 
phosphatase MLCP and the direct phosphorylation of MLC by RhoK. Both events lead to 
actomyosin contraction. In (b), (c) and (d) are presented the temporal mechanical 
responses after treatment with inhibitor targeting the actomyosin contraction (lOOuM 
blebbistatin), MLCK (20uM ML-9) and RhoK (10^M Y-27632) respectively. Scale bar 
corresponds to 50um in phase contrast micrographs, (e) Summary of the magnitude of the 
initial contractile response in nanometer («=4 to 6). ** = p<0.0l: Significantly different 

























































































detected by AFM, we pretreated the cell with an MLCK inhibitor (ML-9) prior to the 
stimulation. The Angll-induced mechanical response presented in Fig. 4c is similar to the 
one presented in Fig. 1 and indicates that the inhibition of MLCK has virtually no effect 
on the mechanical response of the cell. This result, was confirmed by phase-contrast 
imaging clearly showing an important spreading of the cell after stimulation. In contrast, 
pretreatment of the cells with an inhibitor of Rho-kinase (Y-27632) largely diminished the 
initial mechanical response (Fig. 4d and e). This result points toward a main contribution 
of Rho-kinase in the regulation of the mechanical response induced by Angll. 
Additionally, the apparent decrease in the signal fluctuation normally observed after the 
stimulation (6.30±0.46nm for Angll versus 2.23±0.28nm for Y-27632/AngII) and the 
decrease in the spreading of the cell observed in the phase-contrast micrograph is 
consistent with the role of Rho-kinase in cytoskeleton remodeling. In Fig. 4e, we 
summarize the magnitudes of the contractile responses in the mechanical tests performed 
with the different pharmacological agents in terms of the magnitude of the initial 
contractile response of the cell. 
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DISCUSSION 
In the present study, we used a custom build AFM, in the height and elasticity 
measurement mode, as a tool to the real-time monitoring of agonist-mediated cell 
contraction and fluctuation associated with reorganization of the actin network in 
individual cells. Commercially available AFM cantilevers are used to quantify minute 
morphological changes occurring upon stimulation of the cell. These changes can be 
recorded precisely at the apical region of the cells with the help of an optical microscope 
for the precise positioning of the AFM tip over the cell surface. The detection of AFM 
height variation in individual cells was previously successfully applied to the monitoring 
of cardiomyocyte pulsing by Domke et al. [30]. One of their key finding was that the 
contractile response of the cardiomyocyte generates an elevation of the cell, which is 
easily detected as an increase in the AFM height signal. In the present study and in 
preliminary findings published earlier [45], we used an AFM cantilever positioned at the 
apical region of an individual epithelial cell stably expressing the ATi receptor to. measure 
the mechanical response induced upon an agonistic stimulation. Stimulation of ATi 
receptor is well known to be linked to the activation of several distinct signaling pathways 
including the Gq pathway (intracellular calcium mobilization and MLCK activation) and 
the small GTPases Rho (RhoK activation) [54, 55], which are key regulators of cell 
contraction and actin cytoskeleton remodeling (Fig. 4a). The main feature of the 
mechanical response occurs as a transient cell membrane displacement of several 
hundreds of nanometers in amplitude (262±52nm) within minutes after the stimulation 
(Fig. la). In our cell line, the stimulation of the ATi receptors generates a transient 
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contraction that could possibly play a significant physiological role at the level of various 
epithelial or endothelial cells. Indeed, by using the spring constant of the cantilever 
(O.OlN/m, nominal), we found that the contractile response of the cell can generate forces 
larger than 2nN which is sufficient to deform the surrounding extracellular matrix or to 
modulate fluid flow and exchange in tissue containing epithelial and endothelial cell 
layer. For example, lung, kidney and blood capillary are expected to be particularly 
sensitive to transient contractions of epithelial and endothelial cells. Transient structural 
changes, with amplitude in the nanometer range, are normally difficult to visualize and to 
precisely quantify in real-time with conventional optical microscopy technique. They are 
normally assessed through time-lapse micrograph sequences. The use of an AFM 
cantilever allows for the real-time detection of transient nanometer-scaled modification of 
the cell morphology and thus provides a valuable alternative for the detection of transient 
structural changes in cells. Here, the transient redistribution of actin structure in the apical 
region, observed in the confocal micrographs, was found to be consistent with the 
increase of the AFM height signal. More importantly, this was confirmed by the transient 
increase in the Young's modulus obtained from indentation curves recorded at 30sec time 
intervals. 
When applied to cell, AFM detection relies on the direct contact of the tip with the cell 
surface. In principle, the sensitivity of the AFM force transducer allows for the probing of 
molecular movement occurring in the vicinity of the cell membrane. Such mechanical 
fluctuation was extensively characterized experimentally and theoretically for red blood 
cells [56, 57] and recently reported in various human cells [17, 29-33]. Our experiments 
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are conducted with a sensitivity of 0.5nm in terms of height measurement. When 
converted into force units, this measurement value corresponds to a force of 
approximately 5pN. In the present work, we exploit the signal fluctuations to access the 
dynamical state of an individual cell before and after the stimulation by Angll (Fig. la). 
The averaged amplitude of the signal corresponds to cell membrane height fluctuation of 
0.70±0.07nm before and to 6.30±0.46nm lOmin after the stimulation. This increase in 
membrane height fluctuations is correlated with an increased actin activity at the apical 
region of the cells, visible in confocal micrograph of Angll stimulated cell (Fig. 2c). 
Although apparently small, the difference in the fluctuating signal measured before and 
after the stimulation, corresponds to force exerted on the AFM tip of 7.0±0.7pN and 
63.0±4.6pN respectively with occasional fluctuation reaching up to 150pN in amplitude. 
Most of the fluctuations observed before the stimulation can be attributed to the thermal 
noise of our AFM cantilever, which is on the order of 5pN in optimal condition. The 
magnitude of fluctuations observed after Angll stimulation is consistent with cellular 
processes involving the reorganization of the cytoskeleton. For example, single actin 
filament polymerization [58-60] and actin-myosin-based contraction [61-63] can generate 
forces of some piconewton that may add up to hundreds of piconewton when pushing in 
parallel on the membrane area probed by the AFM tip [64, 65]. Even though it is 
impossible to pinpoint the fluctuation recorded by AFM to any particular actin sub-
structure, it appears that the subtle actin movement seen in the confocal micrograph at the 
apical region of the cell could be an important contribution to the fluctuation of the cell 
surface. Taken together, these results point towards the possible involvement of subtle 
actin movement at the apical region of cells in the increased mechanical fluctuation 
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observed by AFM after the ATj receptor stimulation as seen in Fig. la (see arrowheads). 
It should be added here that other cytoskeleton elements, well known for their implication 
on cell mechanics, should also be taken in consideration for a possible contribution in the 
mechanical response observed. 
Using specific inhibitors, we show that mechanical response recorded on individual cells 
can be used to investigate the contribution of specific signaling pathways downstream 
from the receptor stimulation to the overall response of the cells. First the direct inhibition 
of the actomyosin contractile response by blebbistatin, which is known to influence actin-
myosin binding affinity [53], produces a complete inhibition on the initial contractile 
response. This experiment demonstrates without ambiguity the central contribution of the 
actomyosin contractile machinery in the generation of the initial large amplitude 
mechanical response observed in our cellular model. Additionally, the use of two 
inhibitors for two alternative signaling pathways leading to the phosphorylation-
dependent activation of MLC allowed us to evaluate their respective contributions to the 
contractile response. Hence, we demonstrated that the downstream inhibition of the Gq 
pathway with an MLCK inhibitor (see Fig. 4a and c) had no effect on the overall 
mechanical response induced by the activation of the receptor ATj. In contrast, the 
inhibition of the G12/13 pathway using a RhoK inhibitor (see Fig. 4a and d) resulted in a 
drastic decrease in initial contractile response as well as in an almost complete abolition 
of the fluctuation normally observed in the late phase of the stimulation. This result points 
toward a major contribution of Rho-kinase in the process. This result is consistent with 
the well-known multifaceted implication of Rho-kinase in actin cytoskeleton regulation 
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and cell contraction for several cell types [4, 9, 66]. Indeed, Rho-kinase is known for its 
direct kinase action on both MLC and MLCP, both events leading to increased contractile 
activity. 
In conclusion, the present study demonstrates that the AFM, in its deflection amplitude-
recording mode, allows not only the precise quantification of large amplitude contractile 
response but also the detection of small amplitude fluctuation associated with increased 
cytoskeletal activity in stimulated cells (Fig. 5). Such an increase in cytoskeletal activity 
is often a feature of cells undergoing significant morphological changes. Promising 
application of the mechanical monitoring of individual cells in real time could thus be 
generalized to cellular processes involving sustained actin remodeling, a feature 
characteristic of cells undergoing significant phenotypical changes. Consequently, the 
AFM can provide valuable mechanistic details on signaling pathways activated by cell 
receptor agonists well known for their implication in mechanically relevant physiological 
response such as the regulation of the barrier function in epithelial and endothelial cells 
layers. Hence, contact AFM measurements allow for label-free and noninvasive 
measurements of cellular processes at high temporal and spatial resolution in living cells. 
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Figure S: Representation of the cell morphology change associated with the generation of 
the AFM signal, (a) Before ATi receptor stimulation, the AFM signal is stable and shows 
limited fluctuation, (b) Immediately after the stimulation, the cell body contracts and 
produces a drastic increase in the AFM height signal, (c) The spreading of the cell body in 
the late phase of the stimulation generates the fluctuation of the signal. 
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RESUME EN FRANCAIS DE VARTICLE 2 
Les changements morphologiques qui surviennent au niveau de la cellule influencent 
grandement leurs fonctions physiologiques. Le controle de la fonction de barriere de 
1'endothelium vasculaire est un excellent exemple de processus qui est dependant de la 
morphologie des cellules. Dans cette etude, nous avons utilise la technique de la 
resonance des plasmons de surface (SPR) pour quantifier l'activite cellulaire d'une 
monocouche de cellules epitheliales stimulee a l'aide de l'angiotensine II. L'analyse du 
signal SPR obtenu montre une reponse biphasique reproductible, qui est dependante de la 
concentration d'angiotensine II. Des etudes de microscopi'e a contraste de phase et 
confocale ont ete realisees afin de relier le signal SPR obtenu au remodelage moleculaire 
et morphologique des cellules. Les changements du signal SPR sont en relation avec 
1'observation d'une contraction cellulaire rapide qui est suivit par l'etalement des cellules 
sur la surface senseur du SPR. De plus, la reorganisation de l'actine dans la cellule est 
aussi compatible avec les variations du signal SPR. La modulation des differentes voies 
de signalisation impliquees dans l'activation du recepteur ATj confirme l'implication 
directe des structures d'actines dans la reponse SPR. Nous avons aussi demontre que la 
mobilisation intracellulaire du calcium, qui est associee avec l'activation du recepteur AT] 
pour l'angiotensine II, ne produit pas de variations du signal SPR. Ensemble, nos resultats 
montrent que le SPR est une methode qui ne necessite aucun marquage pour etudier 
l'activite cellulaire et l'integrite d'une monocouche de cellules. 
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ABSTRACT 
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Morphological changes occurring in individual cells largely influence the physiological 
function of various cell layers. The control of barrier function of epithelia and endothelia 
is a prime example of processes highly dependent on cellular morphology and cell layer 
integrity. Here, we applied the surface plasmon resonance (SPR) technique to the 
quantification of cellular activity of an epithelial cell monolayer stimulated by angiotensin 
II. The analysis of the SPR signal shows reproducible concentration-dependent biphasic 
responses after cells activation with angiotensin II. Phase-contrast and confocal 
microscopy imaging was performed to link the SPR signal to molecular and global 
morphological remodeling. The SPR signal was observed to be in relation with the rapid 
cell contraction and the subsequent cell spreading observed by phase-contrast microscopy. 
Additionally, the temporal redistribution of actin, observed by confocal microscopy after 
angiotensin II stimulation, was also found to be consistent with the SPR signal variation. 
The modulation of signaling pathways involved in actin-myosin driven cell contraction 
confirms the direct implication of actin structures in the SPR response. Additionally, we 
show that the intracellular calcium mobilization associated with angiotensin II stimulation 
did not produce any significant SPR signal variation. Altogether, our results demonstrate 
that SPR is a rapid label-free method to study cellular activity and molecular mechanisms 
implicated in the modulation of the integrity of a cell monolayer in relation to 
cytoskeleton remodeling with associated cell morphological changes. 
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The epithelial cell layer cohesion is a key player in the control and maintenance of tissue 
homeostasis. Although the range of experimental approaches applied to the study of 
physiological processes involving epithelium permeability is extensive [1, 31, 37, 43, 47], 
there is still a need for label-free techniques that allow precise time-resolved informations 
on the cell molecular activity implicated in cell morphology changes. To date, cell and 
intracellular molecular activities are routinely monitored through different techniques 
such as fluorescence microscopy or molecular assay reporting concentration or activation 
of various cellular components such as the intracellular calcium concentration, cyclic-
AMP, actin cytoskeleton reorganization or the activation of several kinases and 
phosphatases [2, 4, 5, 10]. These assays rely on molecular labels brought from the outside 
into the cytosol or incorporated to the cell intrinsic biomolecular machinery using the 
toolbox of molecular biology. 
A new emerging application for surface plasmon resonance (SPR), a technique largely 
employed in molecular bioassays [19], is the analysis of cellular processes. With its 
exquisite precision to determine mass variations occurring in the vicinity of a gold 
surface, this technique is of interest to analyze phenomena occurring in the first 200nm 
above the studied sample. As suggested by Hide et al. in 2002, SPR might have the 
capacity to detect a variety of cellular processes. Indeed, SPR was applied to the study of 
the ligand-induced reaction of mast cells [17, 45], apoptotic response [45] and the 
detection of blood coagulation and platelet adhesion [15]. SPR has also allowed the study 
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of molecular systems isolated from cells, such as actin myosin attachment/detachment in 
intact sarcomeres [48], protein-membrane interactions [7] and the cell membrane 
composition [51]. Furthermore, SPR has provided mechanistic details of calcium-induced 
selective binding of the calcium-calmodulin complex to a target peptide [32] and other 
metal ions [33]. These results suggest that SPR can be used to study physiological 
processes involving molecular changes occurring in the basal region of a cell monolayer 
due to the activation of specific signaling pathways. 
In the SPR technique- (Fig. la), a p-polarized laser beam is reflected on the sample 
through a coupling prism at an angle superior to total internal reflection angle. The 
reflection of the laser beam on the gold-dielectric interface and its coupling with the 
plasmons generates an evanescent field of hundreds of nanometers above the gold 
substrate that propagates into the sensing medium containing cells. Optimal coupling 
between the laser and plasmons is function of the incident angle, the wavelength of the 
light source and the refractive index of the sensing medium. Therefore, a mass variation 
within the evanescent field will cause a change in refractive index and will lead to a 
measurable shift in the angle at which maximum coupling occurs. 
Here we used HEK-293 cells, stably expressing the angiotensin II (Angll) AT i receptor, 
as a model to study the relation existing between specific intracellular molecular events 
and global structural changes involved in cell layer cohesion and integrity. Angll is the 
active hormone of the renin-angiotensin system which is implicated in many 
physiological processes, such as vascular contraction as well as sodium and water 
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retention [11]. This agonist, through ATi receptors, proceeds via signaling.pathways 
involving the parallel activation of G-proteins as well as small GTPases of the Rho family 
[11, 13, 18, 30, 34]. ATi receptor stimulation leads to intracellular Ca2+ mobilization and 
to Rho-Kinase (RhoK) activation [2, 11]. These two signaling pathways lead to actin-
myosin complex activation through phosphorylation of the myosin light chain (MLC), by 
the myosin light chain kinase (MLCK) or RhoK [22, 34], which are well know for their 
implication on the actin myosin molecular motor and the cytoskeleton remodeling. These 
intracellular events influence the resistance of cells to mechanical perturbation as well as 
the overall cohesion of cell layers [13, 34, 38-40, 49]. 
In this study, we applied the SPR technique to study intracellular molecular mechanisms 
implicated in the modulation of the integrity of a model cell monolayer. Microscopic 
observations were performed to validate the implication of cellular components, such as 
morphological and molecular remodeling, in the SPR signal variation. We demonstrate 
that SPR can precisely monitor mass changes occurring in the basal portion of a cell 
monolayer and that the SPR signal directly correlates with cell morphological 
modifications, such as intercellular gap formation and cell spreading. These effects are 
modulated by a variety of cellular and molecular events including cytoskeleton 
remodeling, cell-cell and cell-substrate adhesion and tension. In addition, using a variety 
of pharmacological agents in combination with the SPR technique, we were able to 
evaluate the contribution of the different signaling pathways affecting the actomyosin cell 
contraction and actin cytoskeleton remodeling induced by Angll activation. 
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MATERIALS AND METHODS 
SPR gold surface preparation: Fisher finest premium microscope glass slides were used 
as base substrates, which have a refractive index similar to BK7. Prior to metal 
deposition, glass slides were cleaned in piranha solution (sulfuric acid and hydrogen 
peroxide 3:1) to remove any contaminants; afterwards they were placed under vacuum for 
metal deposition (BOC Edwards evaporator, model: AUTO 306). A chromium adhesion 
layer (3nm) and a gold layer (48nm) were deposited subsequently without breaking 
vacuum between evaporation. Prior to cell culture, SPR glass-gold surfaces were coated 
with poly-L-lysine (Sigma, Oakville, ON) to assure good cell adhesion. 
Cell culture and transfection: The transfection of human embryonic kidney-293 (HEK-
293) cells (Qbiogene Carlsbad, CA, USA, QBI-HEK-293A cells), expressing the human 
ATi receptor together with a G-418 resistance gene, was established as previously 
described [3] (gift from Dr. Gaetan Guillemette, Department of Pharmacology, Universite 
de Sherbrooke). The G-418-resistant clonal cell line was maintained in DMEM 
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2mM L-glutamine, 
2.5|ig/ml amphotericin B, 50IU/ml penicillin, 50ug/ml streptomycin (Wisent, St-Bruno, 
QC, Canada) and 0.4mg/ml G-418 (Gibco Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA) at 
37°C in 5% CO2 incubator. Depending on the experiment realized, cells were grown to 
confluence on 3 different substrates: gold poly-lysine coated glass (SPR experiments), 
normal plastic Petri (phase-contrast experiments) and Petri with poly-lysine coated glass 
bottom (confocal experiments). Comparison of phase-contrast micrographs obtained for 
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these three different substrates shows no difference in cell adhesion and the cellular 
response normally observed upon stimulation of the cells. HEK-293 cells were activated 
with Angll (lOOnM) (American Peptide, Sunnyvale, CA, USA) or carbachol QOuM) 
(Sigma) [26]. To study the contribution of the different signaling pathways, the cells were 
treated with the inhibitor of myosin light chain kinase ML-9 (20uM, 30min), the selective 
inhibitor of Rho-associated protein kinase Y-27632 (lOuM, 24hrs) or the inhibitor of 
myosin-II-dependent cellular processes blebbistatin (lOOnM, 30min) (Calbiochem, San 
Diego, CA, USA) for indicated periods of time. To question the implication of ATi 
receptor activation, the cells were treated with the ATj antagonist EXP3174 (4uM) for 10 
minutes (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada). 
Transfection of HEK-293 cells with GFP-actin was done using the FuGENE 6 
transfection reagent protocol (Roche, USA). Briefly, 2ul of FuGENE 6 was combined 
with 98|il serum-free DMEM medium and then mixed with lug of plasmid GFP-actin 
DNA (gift from Dr. Jean-Luc Parent, Department of Rheumatology, Universite de 
Sherbrooke). After 20 minutes of incubation at room temperature, the solution was added 
to the cell-culture Petri dish and incubated for 48 hours in 37°C in 5% CO2 incubator. 
SPR analysis: The analysis was performed at room temperature on a custom-built surface 
plasmon resonance apparatus. The sample (n: 1.517; described above) was placed on top 
of a BK7 coupling prism (n: 1.515; Melles Griot, USA) with a layer of refractive index 
matching fluid (n: 1.514; Cargille Laboratories, NJ, USA). The cells were incubated in 
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HEPES-Buffered Salt Solution (HBSS) (20mM Hepes at pH 7.4, 120mM NaCl, 5.3mM 
KC1, 0.8mM MgSC>4, 1.8mM CaCl2, and l l . lmM dextrose) during SPR experimentation. 
A 4mW laser diode centered at a wavelength of 635nm (Thorlabs, Inc., USA) was 
reflected off the sample and passed through a motorized linear polarizer. The laser angle 
is manually fixed prior the experiments by laser calibration of the apparatus 
(71.97±0.07°). The intensity of the polarized laser beam was measured with a voltage-
biased photodetector (Thorlabs, Inc., USA) and the signal was acquired and treated in a 
custom-developed Lab VIEW control interface program. As only the p-polarization of the 
laser light is affected by the surface plasmons, the s-polarization was used as a 
normalization to remove the dependence on laser power drift and other time-dependant 
noise sources. Results were plotted in reflectance variation units (RVU) where 1 RVU 
represents 0.1% variation in total reflectance. 
Phase-contrast microscopy: The morphological changes of the cell were observed by 
phase-contrast microscopy in a different set of experiments. Briefly, HEK-293 cells, 
grown on 60mm Petri dishes, were washed once and the growth medium replaced with 
HBSS before cell stimulation. The cell morphology changes were recorded using an 
inverted fluorescence microscope (AxioVert 200, Carl Zeiss, Germany) equipped with a 
phase-contrast system. All images were captured with a 40X phase-contrast objective, a 
high-sensitivity camera (AxioCam MRm, Carl Zeiss, Germany) and analyzed with 
AxioVision LE software. 
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Confocal microscopy: The actin cytoskeleton reorganization of the cells expressing GFP-
actin was analyzed from confocal microscopy images. HEK-293 cells, grown on 60mm 
glass bottom Petri dishes coated with poly-D-lysine, were washed once and the growth 
medium replaced with HBSS. The cells were examined with a scanning confocal 
microscope (FLUOVIEW FV1000, Olympus, PA, USA) using a 40x oil-immersion 
objective. GFP-actin was excited at a wavelength of 488nm and its emission recorded at 
505nm. Each cell was analyzed in 55 optical sections of 250nm at every 15 seconds for 40 
minutes after the stimulation with Angll (lOOnM). The resulting image sequence was 
analyzed using Image-Pro Plus software (MediaCybernetics, Inc, MD, USA). 
Cytosolic calcium monitoring: HEK-293 cells were washed twice with HBSS and loaded 
with HBSS + FURA 2/AM (5uM, Calbiochem, USA) for 20min at room temperature in 
the dark. The cells were then washed once and incubated in HBSS alone for 20min to 
ensure complete hydrolysis of the FURA 2/AM. The fluorescence intensity of FURA 
2/AM-loaded cells was measured by excitation wavelengths of 340±10nm and 
380nm±10nm and recorded at 510±40nm (Carl Zeiss). Cytosolic calcium release was 
recorded for 30min at intervals of 3 seconds. All images for calcium quantification were 
captured with an Axiovert inverted microscope (Carl Zeiss, Thornwood, NY) fitted with 
an Attofluor Digital Imaging and Photometry System (Attofluor Inc., Rockville, MD). 
Statistics: Data are shown as mean value ± standard error of the mean (SEM). To 
determine significance of differences (p<0.05), we used an analysis of variance 
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(ANOVA) between the groups and a post-Hoc (Dunnett correction) to compare each 
mean with the control group [29], 
RESULTS 
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SPR reflectance variations of a cell monolayer induced by Angll stimulation: 
In this study, we used a custom SPR apparatus to monitor cellular activities in HEK-293 
cells transfected with the Angll receptor ATj. These cells have been previously 
demonstrated to respond to Angll by optical microscopy [4] and through the monitoring 
of intracellular calcium mobilization [2]. For all SPR experiments, cells were grown on a 
disposable gold-coated glass slides until confluence, following which the glass slides were 
mounted unto the BK7 prism of the SPR apparatus (Fig. la). Figure lb presents a typical 
SPR response induced by ATi receptor activation with lOOnM Angll. The SPR signal was 
plotted as reflectance variation units (RVU) as a function of time (min). The baseline 
prior to the injection of Angll showed a constant plateau (I in Fig. lb), which is consistent 
with a steady-state level of cellular activity. Immediately after the stimulation by Angll, a 
rapid diminution in the SPR signal was observed and reached a mean minimum value of 
28.06±5.53 RVU («=5), approximately 2 minutes after stimulation (II in Fig. lb). The 
cellular response was subsequently followed by an increase of the SPR signal that 
gradually exceeded the baseline value (III in Fig. lb). In Fig. lc, we present control 
experiments conducted to confirm that the observed SPR response was the result of the 
ATi receptor activation by Angll. At first, we only stimulated the cells with the vehicle 
(HBSS) to address the possibility of an SPR response induced by the addition of liquid in 
the fluid chamber or an indirect cellular stimulation by shear stress. As expected, no SPR 
signal variation was observed after the injection of HBSS (Fig. lc). In addition, to directly 
Figure 1: SPR reflectance variations of a cell monolayer induced by Angll activation, (a) 
Cells were grown on a gold-coated glass slide and placed on top of a BK7 coupling prism 
with a layer of refractive index matching fluid. A p-polarized laser diode is reflected on 
the sample and passed through a motorized linear polarizer and the intensity of the 
polarized laser beam is measured with a voltage-biased photodetector. (b) The SPR signal 
is plotted as the laser reflectance variation (RV) as a function of time (min). The baseline 
prior to the injection of lOOnM Angll shows a constant plateau (I), immediately followed 
by a rapid diminution in the RV signal after the stimulation by Angll (II). The SPR signal 
then increases to level exceeding the baseline (III), (c) Control experiments showing SPR 
response for cells are stimulated with the vehicle (HBSS) or pretreated with an ATi 
antagonist (EXP3174) and stimulated with lOOnM Angll. 
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question the implication of the ATi receptor activation in the SPR signal response, we • 
pretreated the cells with the ATi antagonist EXP3174. A complete abolition of the Angll-
induced response was observed in presence of the antagonist, thus confirming the 
implication of the ATi receptor in the recorded signal (Fig. lc). 
Figure 2a shows the SPR signal associated with the stimulation of cells by different Angll 
concentrations (1,-10 and lOOnM). We can see that an increase in the Angll concentration 
affects the magnitude of initial SPR response following cell activation. Hence, the 
magnitude of the initial response (Fig. 2b, inset) was used to generate a dose-response 
histogram of the Angll receptor activation. As expected, increasing the concentration of 
Angll, from lpM to lOuM, caused a concentration-dependent RV, reaching a maximum 
response at lOOnM Angll (Fig. 2b). 
Effects of cell morphology modifications on SPR reflectance variations: 
SPR is by definition sensitive to mass changes occurring in the vicinity of the gold-
sensing surface. For this reason, it is expected to be particularly sensitive to any cell 
morphological change. To test this possibility, cell morphology variations in time were 
observed by phase-contrast microscopy and compared with the SPR signal (Fig. 3). A 
careful look at the phase-contrast micrograph of the HEK-293 cell layer, taken before 
Angll stimulation, revealed a normal morphology with the presence of intercellular space 
between cells. However, 2min after the cell stimulation with Angll, a contraction of the 
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Figure 2: (a) SPR signal measured for increasing Angll concentrations (1, 10 and 
lOOnM). (b) The amplitude of the initial decrease (inset) was used to generate a 
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Figure 3: Contribution of cell morphology in SPR reflectance variations. Phase-contrast 
micrographs recorded before (-2min) and after cell stimulation (2 and 40min) with Angll 
(a) or HBSS (b) are compared with their respective SPR signal variations The 
micrograph at 2min in (a) exhibits a maximum contraction of the cells body (arrows) and 
corresponds to the maximum in SPR signal decrease. At 40 min, the micrograph shows 
extensive spreading of the ceil, which correlates with the increase of the SPR signal. The 
scale bars correspond to lOum. 
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This initial cell response was followed by a spreading of the cells and a consequent 
decrease of the intercellular spaces. The time course of these morphological changes was 
found to be very consistent with the biphasic SPR response. In Fig. 3b, we present a 
control experiment showing morphologically stable cells before and after stimulation by 
HBSS without Angll. 
Effects of the cell actin cytoskeleton distribution on SPR reflectance variations: 
As observed by Auger-Messier et al. in 2005, Angll stimulation of HEK-293 cells, 
expressing the ATi receptor, induced a major reorganization of the actin cytoskeleton in 
the apical and basal portions of the cells [4], which we assume, can contribute to the SPR 
signal variation. HEK-293 cells were co-transfected with GFP-actin and observed with 
confocal microscopy to evaluate the possible contribution of this actin redistribution on 
the SPR signal. As shown in Fig. 4a (-2min), the transversal reconstruction from confocal 
micrographs of an unstimulated cell shows a somehow uniform distribution of actin 
structures. In this micrograph, the observed fluorescence signal is generated by both the 
monomeric and filamentous actin components of the overall actin population. As a result, 
the background fluorescence signal can be attributed to the monomeric GFP-actin 
subpopulation. An important feature of the confocal micrograph sequence was the actin 
redistribution to the apical region of the cell observed 2min after Angll stimulation. This 
actin mobilization at the apical region was then gradually followed by a redistribution of 
actin to the basal region of the cell. In Fig. 4a (2min), we observed a slight increase in 
GFP-actin fluorescence in the bottom section of the cell, corresponding to a 
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Figure 4: Confocal imaging of HEK-293 cells, transfected with GFP-actin, in relation to 
the SPR signal, (a) Confocal transversal view of an individual cell, constructed from 55 
sections of 250nm. Micrographs are presented at selected times before and after Angll 
stimulation (-2, 2 and 40min). (b) SPR signal associated with the stimulation of cells by 
lOOnM Angll. The scale bar corresponds to 10um. 
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reorganization of actin structures towards the center of the cell. However, we consider 
that this increase in actin should not contribute to the SPR signal since the detection is 
limited to the first 200nm of the cell. This biphasic fluorescence observation correlates 
well with the SPR signal variation (Fig. 4b) and suggests that this biphasic redistribution 
of actin also contributes to the variation in the SPR signal. 
Numerous signaling pathways are implicated in actin remodeling and actomyosin-
dependant contractions. To validate the implication of actin in cell morphology changes, 
and thus in the SPR signal generation, we treated the cells with different pharmacological 
agents targeting specific elements of key signaling pathways. The inhibition of the myosin 
light chain kinase (MLCK) with ML-9 did not influence the normal SPR signal nor the 
change in morphology normally observed after cell stimulation with lOOnM Angll. In 
contrast, RhoK inhibition with Y-27632 repressed both the SPR signal and cell 
morphological contraction and spreading (Fig. 5b). To further analyze the implication of 
actin in the SPR signal, we directly interfered with actbmyosin contraction by the 
pretreatment of cells with blebbistatin. Here again, SPR signal changes were completely 
inhibited, confirming a close relation between actin reorganization and signal variations 
(Fig. 5c). Figure 5d shows a RV comparison between all pharmacological agents 
employed in this study, compiled again by measuring the mean initial decrease in the SPR 
signal. 
Figure 5: Implication of signaling pathways influencing the actin cytoskeleton in the SPR 
signal variation. In (a), (b) and (c) are presented phase-contrast micrographs recorded 
before (-2min) and after Angll stimulation (2 and 40min) for cell treatment with inhibitors 
targeting respectively the MLCK (20uM, ML-9), RhoK (lOuM, Y-27632) or directly the 
actomyosin contraction (lOOuM, blebbistatin). (d) Summary of the amplitudes in the 
initial decrease of the SPR signal («=5). ff/X 0.01 versus HBSS stimulation, **p< 0.01 
versus Angll stimulated cells. The scale bars correspond to 10um. 
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Effects of the intracellular calcium mobilization on SPR reflectance variations: 
Another important cellular element that could cause a mass variation within the 
evanescent field and subsequently influence the SPR signal is the intracellular calcium 
mobilization induced by Angll stimulation [2]. To establish the temporal relationship 
between the intracellular calcium and the SPR signal, we used the ratiometric fluorescent 
calcium indicator FURA 2/AM. In Fig. 6a, we present a cytosolic calcium monitoring, 
which shows a characteristic transitory increase that reaches a maximum a few seconds 
after ATi receptor activation by lOOnM Angll. This calcium release normally returns near 
the basal level within 5 minutes after Angll stimulation. The intracellular calcium 
comparison with the SPR signal shows a certain correlation that could suggest the 
implication of calcium in the RV. To validate this hypothesis, we stimulated the cell with 
carbachol (CCh), an agonist known to activate G-protein-coupled muscarinic receptors 
[20, 26]. This agonist induced a calcium increase in the cell, by the same signaling 
pathway as Angll, but without inducing a cellular contraction that would be detected here 
in phase-contrast micrographs (Figs. 6c and 6e). Interestingly, lOuM CCh did not modify 
the SPR signal, despite the fact that it induced an intracellular calcium augmentation 
similar to lOOnM Angll (Fig. 6d). 
Figure 6: Influence of the intracellular calcium mobilization on the SPR reflectance 
variations. The monitoring of intracellular calcium mobilization shows a characteristic 
transitory increase that reaches a maximum a few seconds after the addition of lOOnM 
Angll (a) or lOuM CCh (b). SPR signal associated with the stimulation of cells by Angll 
(b) or CCh (d). Phase-contrast micrographs (e) recorded before (-2min) and after CCh 
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In this study, we demonstrated that molecular activity of a human epithelial cell 
monolayer, associated with morphological changes, could be followed in real-time using 
surface plasmon resonance. The origin of the SPR reflectance variations occurring as a 
result of the cell stimulation with Angll was ascertained using pharmacological agents as 
well as microscopy techniques. Angll stimulation is well-known to induce the activation 
of many cellular processes, such as actin cytoskeleton reorganization and intracellular 
calcium mobilization [2, 4], Both processes play a role in cell contraction and are 
expected to be closely implicated in the observed SPR signal variations. SPR sensing, 
following cell stimulation, was previously applied to the monitoring of mast cells 
stimulated by antigens and was proposed to reflect the assembly of molecules near the 
plasma membrane [17]. Our analysis takes into account three distinct cell parameters on 
the SPR signal induced by cell activation by Angll: (1) changes in cellular morphology; 
(2) actin cytoskeleton reorganization and (3) transitory intracellular calcium mobilization. 
The SPR reflectance variation (RV) of a HEK-293 cell monolayer follows a reproducible 
time, course after Angll stimulation, which can be seen as an overall signature of the 
process. Epithelial and endothelial cells are sensitive to several external stimuli such as an 
increase in shear stress [8, 16, 25], which could potentially induce a cellular response 
detectable by SPR. As shown in the control, the absence of RV after the addition of the 
vehicle (HBSS) alone indicates that the shear stress is not responsible for the observed 
variation in the SPR signal. Furthermore, when the cells are pretreated with the ATi 
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receptor antagonist EXP3174, the disappearance of the characteristic Angll-induced SPR 
response confirms that the signal occurs as a result of receptor activation. In contrast, after 
AT] receptor stimulation we observed a marked concentration-dependent decrease in 
reflectance immediately after the stimulation, which reaches a minimum after around 2 
minutes. This initial decrease is followed by a gradual increase in reflectance extending to 
a level significantly higher than the baseline. The stimulation of the ATi receptor was 
previously documented to induce a biphasic morphological modification of HEK-293 
cells that is characterized by a cell contraction followed by a spreading of the cell body 
[4]. As demonstrated in Fig. 3 a, we observed a close relationship between the evolution of 
the SPR signal and the morphological changes observed by phase-contrast microscopy 
following Angll stimulation. As stated before, the SPR technique is particularly sensitive 
for the determination of mass changes occurring in the vicinity of a gold-coated surface 
[42]. Assuming that cellular density is larger than the density of the medium [24], a 
decrease in the area occupied by the cells should reduce the overall molecular density in 
the vicinity of the sensing surface and, as a result, a decrease in the SPR signal should be 
observed. Comparison of phase-contrast micrographs taken before and after Angll 
stimulation reveal a decrease in the area of the cells in contact with the surface, thereby 
causing an increase in the size of the intercellular spaces. After this first contraction 
phase, we observed a spreading of the cell on the sensing surface until a near complete 
disappearance of the intercellular spaces. Again here, this morphological change 
correlates very well with the augmentation of the SPR signal. 
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Changes in cell morphology occurred due to significant intracellular reorganizations, 
especially at the level of the cytoskeleton. It has been reported that Angll stimulation 
induces an extensive reorganization of actin structures leading in cell contraction and 
spreading [4]. Our confocal microscopy observations of GFP-actin distribution in cells 
showed that actin is rapidly redistributed in the apical portion of the cell after Angll 
stimulation. We propose that this actin displacement, to a higher part of the cell and away 
from the sensing SPR surface (>200nm), could be implicated in the SPR response. 
Additionally, the subsequent redistribution of actin in the basal portion of the cell, which 
is associated to cell spreading, could also increase the mass in this region and explain the 
characteristic SPR signal profile. Hence, these results suggest that actin distribution is 
closely implicated in the SPR signal variation. 
To validate the implication of actin in cell morphology changes, and thus in the SPR 
signal generation, we treated the cells with different pharmacological agents targeting 
specific elements of key signaling pathways involved in actin remodeling and 
actomyosin-dependant contractions. First, we targeted the kinase MLCK, which 
phosphorylates the myosin light chain (MLC) via intracellular calcium augmentation [46, 
50]. This particular pathway has been recognized as the major actor in muscle cell 
contraction [35]. In our epithelial cell line, the direct inhibition of MLCK by ML-9 did 
not influence Angll cell contraction and allowed normal cell spreading as shown by our 
phase contrast microscopy images (Fig. 5a). This result has been demonstrated previously 
by other studies and suggests that this pathway is not the main actor in epithelial cell 
contraction and spreading [13, 27, 36]. The second important pathway is the activation of 
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RhoK, which is directly implicated in the MLC phosphorylation [44, 50] as well as 
extensive actin remodelling [41]. The pretreatment of the cells with Y-27632, a RhoK 
inhibitor, is well known to prevent cell contraction and spreading [4, 14, 44]. The notable 
inhibition of the Angll-induced SPR signal suggests that this is the main pathway 
implicated in the modulation of the SPR response (Fig. 5b). To directly evaluate the 
contribution of actomyosin contraction in the SPR signal, we pretreated the cells with 
blebbistatin, an agent known to inhibit myosin-II ATPase activity and lower actin-myosin 
affinity [23]. Furthermore, this agent has been recognized to rapidly reduce and inhibit 
actin stress fiber formation [6, 21]. The pretreated cells should therefore be incompetent 
for actomyosin contraction and cytoskeleton reorganization. As expected, Fig. 5 c shows a 
complete inhibition of the Angll-induced response which further validates that actin is 
implicated in the SPR signal (Fig. 5c). 
Variations in ionic concentrations have been demonstrated to influence the SPR signal in 
a wide variety of experiments [9, 28]. In a living cell system, the intracellular ion 
concentration in the vicinity of the sensing surface could also potentially contribute to the 
SPR signal by causing a mass variation within the evanescent field. The activation of the 
AT) receptor induces a release of calcium from intracellular pools and an intake from the 
extracellular medium [2]. In this case, intracellular calcium concentration increases from 
50nM to 250nM in a few seconds, as quantified by the cytosolic calcium monitoring. To 
evaluate if this release could potentially influence the SPR signal observed in our 
experiments, the cells were stimulated with the agonist carbachol (CCh), which induces a 
calcium release similar to Angll in HEK-293 cells without any detectable cell contraction 
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(Figs. 6c and 6e). As expected, no variation in the SPR signal was detected in this 
experiment suggesting that the intracellular calcium concentration increase does not 
significantly contribute to the characteristic SPR signal observed (Fig. 6d) following 
Angll stimulation. This affirmation is further supported by the complete inhibition of the 
Angll-induced SPR response observed with blebbistatin (Fig. 5c), which also involves 
intracellular calcium mobilization [12]. Therefore, our results clearly demonstrate that, 
while intracellular calcium mobilization occurs after Angll stimulation, it is not 
responsible for the observed SPR signal in our cellular model. 
In conclusion, we present SPR as a relevant technique that easily allows the study of cell 
monolayer activities that are preponderantly related to intracellular molecular remodeling 
leading to detectable morphological changes. It permits the rapid and label-free probing of 
cytoskeleton reorganization mechanism and cell signaling pathways implicated in the 
control of cell morphology and cell monolayer integrity. We envision that this novel SPR 
application, by its simplicity and precision, will provide a valuable label-free alternative 
to monitor cellular process occurring as a result of the modulation of a large variety of 
signaling pathways. Additionally, this approach will allows the quantitative monitoring of 
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RESUME EN FRANCAIS DE L'ARTICLE 3 
L'endothelium est etroitement implique dans le controle et le maintien de l'homeostasie 
vasculaire. Les fonctions des cellules endothelials sont grandement regulees par 
plusieurs agonistes qui activent des recepteurs couples a une proteine G (GPCR) et qui 
stimulent des signaux intracellulaires menant au remodelage de la morphologie de la 
cellule. Dans cette etude, nous avons etudie la modification des proprietes mecaniques de 
cellules endotheliales provenant de veines de cordons ombilicaux humains (HUVEC) 
suivant leur activation par la thrombine et la bradykinine. Nous avons utilise la 
microscopie a force atomique (AFM) pour etudier les changements de la rigidite de la 
cellule et de 1'interaction entre le cytosquelette d'actine et la membrane cellulaire. La 
stimulation des HUVEC avec la thrombine (lOnM) et la bradykinine (luM) induit une 
augmentation de'la rigidite de la cellule de 5.0±0.1 kPa (controle) a 8.2±0.4 kPa 
(thrombine) et 7.3±0.5 kPa (bradykinine). Les forces d'elongation des extensions 
membranaires ont aussi augmentees passant de 43.9±0.9 pN (controle) a 49.5±0.8 pN 
(thrombine) et 53.1±0.8 pN (bradykinine). Ces resultats sont consistants avec la 
reorganisation du cytosquelette d'actine observe en microscopie, a fluorescence. Cette 
etude demontre que ces agonistes induisent des modifications importantes des proprietes 
mecaniques de la membrane cellulaire, des changements qui sont directement lies a la 
reorganisation et a 1'interaction du cytosquelette d'actine avec la membrane cellulaire. La 
modification des proprietes mecaniques des cellules endotheliales suivant leur activation 
par la thrombine et la bradykinine fournit de nouvelles informations sur les fonctions de 
1'endothelium dans la physiologie vasculaire. 
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ABSTRACT: 
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The endothelium is closely implicated in the control and maintenance of the vascular 
homeostasis. The functions of endothelial cells are highly regulated by several agonists of 
G protein-coupled receptors (GPCR), which can mediate signals involved in 
morphological remodeling. Here, we evaluated the mechanical properties of human 
umbilical vein endothelial cells (HUVEC) in responses to two physiological agonists 
namely thrombin and bradykinin. We used the atomic force microscopy (AFM) technique 
to study changes in cell membrane stiffness and interaction between the actin cytoskeleton 
and the cell membrane. HUVEC stimulated with thrombin (lOnM) and bradykinin (luM) 
showed a temporal increase in their membrane stiffness from 5.0±0.1kPa (control) to 
8.2±0.4kPa (thrombin) and 7.3±0.5kPa (bradykinin) and in membrane tethers elongation 
forces from 43.9±0.9pN (control) to 49.5±0.8pN (thrombin) and 53.1±0.8pN 
(bradykinin). These results were consistent with the reorganization of the actin 
cytoskeleton observed in fluorescence microscopy. This study demonstrates that these 
agonists induce important modifications of the cell membrane properties that can be 
directly linked to the reorganization and the interaction of the actin cytoskeleton near the 
apical side of the membrane. These changes in the mechanical properties of endothelial 




In the vascular system, endothelial cells are central to many physiological processes such 
as the modulation of the vascular tone, the integrity of the blood-tissue barrier and 
adhesion and transmigration of inflammatory cells (Muller, 2003; Mehta and Malik, 2006; 
Simionescu and Antohe, 2006; Vestweber, 2007). In these processes, endothelial cells are 
activated by a large variety of effectors, many of which induce intracellular remodeling 
which are expected to be reflected in mechanical cell properties. The impact of these 
activations on the cell mechanical properties is still not fully understood and the direct 
implication of these changes in the vascular physiology has not yet been investigated. 
Mechanical properties of endothelial cells are believed to be particularly important in the 
control of endothelium permeability as well as to shear stress dependent processes 
occurring at several levels of the vasculature (Goeckeler and Wysolmerski, 1995; Sato et 
al, 1996; Sato etal, 2000; Nobe etal, 2005; Sato etal, 2007; Birukova etal, 2008). 
The serine protease thrombin, via the protease-activated receptor-1 (PAR-1) (Coughlin, 
2000; Macfarlane et al, 2001) and bradykinin, via B2 receptor (Regoli et al., 1998; 
Madeddu et al., 2007) are keys mediators of the regulation of vascular homeostasis both 
in normal and pathophysiological conditions. For example, in response to inflammation or 
injury, these mediators are observed to regulate vascular functions. The receptors for 
thrombin and bradykinin are G protein-coupled receptors (GPCR) that initiate 
downstream signaling cascades, both leading to Rho activation, IP3 and DAG production 
and the mobilization of intracellular calcium (Regoli et al, 1998; Coughlin, 2000; 
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Macfarlane et ah, 2001; Madeddu et ah, 2007). Activation of these latter intracellular 
factors is well know to involve actin reorganization, inter-endothelial junctions disruption 
and integrin-extracellular matrix complexes disorganization (Thurston and Turner, 1994; 
Ross and Joyner, 1997; Vouret-Craviari et ah, 1998; Marquez et ah, 2008). Each of these 
events contributes to the modulation of endothelium permeability through the formation 
of paracellular gaps and the transcellular passage of macromolecules in tissues 
(Bogatcheva et ah, 2002; Mehta and Malik, 2006). Although the physiological effects of 
thrombin and bradykinin are well characterized, the implication on the biomechanical 
properties of endothelial cells in these processes is still poorly understood and has not 
been fully addressed. 
Since the beginning of the application of nanotechnologies to cell biology, many studies 
have investigated membrane properties at the individual cell level. It has been 
demonstrated that the nanomanipulations of the cell membrane with magnetic and laser 
tweezers (Dai and Sheetz, 1999; Feneberg et ah, 2004; Hosu et ah, 2007), deformable 
substrate (Morel et ah, 1989; Trepat et ah, 2004) and atomic force microscopy (AFM) 
(Radmacher et ah, 1996; Sun et ah, 2005; Arce et ah, 2008; Cuerrier et ah, 2008) allow 
the measurement of the cell membrane mechanical properties. In the present study, we use 
a force spectroscopy apparatus, based on AFM principle, to locally and temporally 
measure change in endothelial cell stiffness as well as the interaction between the cell 
cytoskeleton and the endothelial cell membrane. Cell stiffness is quantified from 
indentation curves (Radmacher et ah, 1996; Domke et ah, 2000; Takai et ah, 2005; 
Oberleithner et ah, 2006), whereas membrane-cytoskeleton interaction is addressed via 
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the formation of well-defined membrane nanotubes observed when retracting the AFM 
cantilever from the cell surface (Sun et al, 2005). These nanotubes, occurring in the 
recorded force profiles as constant-force plateau, were shown to be sensitive to the 
interaction between the cytoskeleton and the cell membrane (Raucher and Sheetz, 1999; 
Raucher et al., 2000; Sheetz, 2001; Sun et al., 2005). 
Here, we report the impact of thrombin and bradykinin on the mechanical properties of 
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC), more specifically the cell stiffness and 
in the interaction between the cytoskeleton and the cell membrane. Our results support the 
view that these agonists induce important modifications of the cell membrane properties 
that can be directly linked to the reorganization and the interaction of the actin 
cytoskeleton. These changes provide additional information in the biological and 
pathophysiological behaviors of endothelial cells. 
MATERIEL AND METHODS: 
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Cell culture: HUVEC (CRL-1730; ATCC, VA, USA) were maintained in Ham's F-12 
medium (Wisent, St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum 
(FBS) (Wisent), 0.03mg/ml endothelial cell growth supplement (BD Biosciences, 
Mississauga, ON, Canada), 2.5ug/ml amphotericin B, 50IU/ml penicillin and 50ug/ml 
streptomycin (Wisent) at 37°C in 5% CO2 incubator. The cells were plated in 60-mm Petri 
dishes (Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA) and were used at passage number 4-6. Prior to 
the experiments, the cells were synchronized for 6 hours in a 0.5% FBS normal medium. 
The cells were treated with lOuM thrombin (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada), luM 
bradykinin or with 0.5uM latrunculin A (Sigma). 
Western immunoblotting: HUVEC cells were suspended in lysis buffer (lOmM Tris-HCl 
pH 7.4 and IX complete-mini) and sonicated. After a 10 min centrifugation at 13000rpm, 
the supernatant was assessed for protein concentration with a BSA standards curve. 
Samples were then applied on a 9% SDS-polyacrylamide gel (B2: 20ug; PAR-1 and e-
NOS: 50ug) to separation the proteins. Proteins were then transferred on PVDF 
membranes (PerkinElmer, Boston, MA) and blocked with 5% low fat dry milk in Tris-
buffered saline-Tween 20. The membranes were incubated overnight at 4°C with the 
primary antibodies (anti-B2 (1:5000, BD Biosciences), anti-PAR-1 (1:250), anti-eNOS 
(1:1000) or anti-P actin (1:10000, Sigma-Aldrich) before being incubated at room 
temperature with a horseradish-peroxydase-conjugated antibody (anti-mouse (1:20000, 
Sigma-Aldrich) or anti-rabbit (1:20000, Sigma-Aldrich)). The immunostained bands were 
144 
revealed with ECL Plus (PerkinElmer) on a photographic film, according to the 
manufacturer's instruction (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). 
Fluorescence studies: The effect of thrombin, bradykinin and latrunculin A on actin 
filaments organization was evaluated by fluorescence microscopy. The cells were grown 
on 25mm microscope cover slip and treated with the different agonists and agent. The 
cells were fixed in 3.7% paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS) for 10 min 
at room temperature and permeabilized with 0.1% Triton X-100 in PBS for 5 min. The 
cells were then washed twice with PBS and incubated with phalloidin-Texas-red X 
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) for 20 min. The cover slip were then washed three 
times in PBS and mounted on microscope slides using Vectashield (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA, USA) and examined with an inverted epifluorescence microscope 
(AxioVert 200, Carl Zeiss, Germany) equipped with a sensitive camera (AxioCam MRm, 
Carl Zeiss). 
AFM apparatus: Our custom-made force measurement device, based on the design and 
operation of an AFM (Binnig et al., 1986; Pamir et al., 2008), was mounted to the stage of 
an inverted microscope (AxioVert 200, Carl Zeiss, Germany) equipped with a manual X-Y 
microscope stage specifically made for the precise positioning of the AFM cantilever over 
cells. The system uses a piezo scanner (P753.21C, Physik Instrumente, Auburn, MA), 
equipped with a capacitive sensor with a nominal closed-loop resolution of 0.1 nm, and a 
laser source of 635nm (OZ-2000 series, OZ Optics Ltd, USA). This arrangement allowed 
for the precise positioning of the cantilever over the center of the cell (apical region). 
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Non-functionalized soft silicon nitride cantilevers (Veeco, MLCT-AUHW, CA, USA), 
with a tip radius of 50nm, were cleaned with UV light (A=254 nm, 20W, Spectronics 
corporation, Westbury, USA) for 15min and were calibrated before and after each 
experiment using thermal noise amplitude analysis (Hutter and Bechhoefer, 1993; Butt 
and Jashke, 1995). The measured spring constants are typically found to be between 0.008 
and 0.010 N/m. , 
Evaluation of cell stiffness and tethers elongation forces: Approach and retract curves 
from the same cycle are used to evaluate the cell stiffness and tether elongation force 
respectively. To monitor change in cell stiffness upon cell stimulation, elasticity 
measurements were performed on living cells as previously described by others 
(Radmacher et al, 1996; Oberleithner et al, 2006). The AFM tip was positioned over the 
center of an individual cell with the help of the inverted microscope. Indentation curves 
were recorded at different time intervals between 0 to 130min after thrombin or 
bradykinin cell stimulation. The indentation curves were fitted with the Hertz model 
(Sneddon, 1965; Radmacher et al, 1996; Radmacher, 2007) to determine the Young's 
Modulus (YM). Briefly, the cell elasticity was evaluated by determination of the force 
needed to indent the cell membrane by 300nm. The obtained cell membrane deformation 
force curves are calibrated to take into account cantilever deflection. The YM was 
calculated using ir=^2x(2/7i)x[£'/(l-i)2)]xtan(a), were F is the applied force on the cell 
membrane, E is the elastic modulus (kPa), v is the Poisson's ratio (assumed to be 0.5), a is 
the opening angle of the AFM tip (35°) and d is the indentation depth (300 nm in our 
experiments). The retraction of the cantilever from the surface of a living cell allowed to 
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record a series of plateaus separated by sharp rupture-like discontinuities in the retraction 
force curve. Each step in the force curves represent the detachment of a membrane tethers 
which are characterized by a constant elongation force (Sun et al, 2005). Force 
elongation profiles were recorded using at least 20 cells from each agonist. Several 
hundred discrete events were used for data analysis. All the experiments were performed 
with an approach/retract speed of 6um/sec. 
Statistics: Data are shown as mean value ± standard error of the mean (SEM). To 
determine significance of differences (p<0.05), we used an analysis of variance 
(ANOVA) between the groups and a post Hoc (Dunnett correction) to compare each mean 
with the control group. 
RESULTS: 
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PAR-J andB2 receptors expression determination in HUVEC cell line: 
The expression of thrombin receptor (PAR-1) and bradykinin B2 receptors in HUVEC 
was confirmed by western immunoblotting. Figure 1 shows that HUVEC cells 
endogenously express both the PAR-1 (55kDa) and the B2 (42kDa) receptors and that 
their expression stay constant at passages 4 and 6. All mechanical experiments were thus 
conducted within these passages. Moreover, the endothelial phenotype of the HUVEC cell 
line used in this study was demonstrated by the expression of the endothelial nitric oxide 
synthase (eNOS) (130kDa). 
Actin cytoskeleton reorganization induced by thrombin and bradykinin stimulation: 
Since actin cytoskeleton has been determined to be closely involved in cell mechanical 
properties, we have first accessed its organization in the HUVEC cells by epifluorescence 
imaging. Fluorescence microscopy revealed that cells stimulated with thrombin (lOnM) 
and bradykinin (luM) exhibit an increased amount of actin filaments when compared to 
unstimulated cells (Figure 2). In addition, thrombin micrographs also shows important 
morphological change of the cells, as the observation of the formation of large 
intercellular space between cells, which is consistent with its physiological role as a 
modulator of endothelium permeability. This phenomenon was not observed in cells 
stimulated with bradykinin. As a control, the cells were treated with the actin-
148 
HUVEC f»4 
- - •*** 
HUVEC P6 
'^'«*%trf ' 
/". ^ ^ - -^ 
'M^if^h^fifffik-
t™%, - ^






Figure 1: Expression of PAR-1 and B2 receptor assessed by western blot: HUVEC cells, 
at passage 4 and 6, were grown to confluence prior the experiments. Cells lysates were 
resolved on a 9% polyacrylamide gel and immunoblotted with antibodies for PAR-1, B2 
receptor, eNOS and/?-actin (loading control). 
Bradykinin Latrunculin A 
Figure 2: Actin cytoskeleton reorganization induced by thrombin and bradykinin 
stimulation observed by fluorescence microscopy, HUVEC cells were stimulated with 
thrombin (lOnM), bradykinin (luM) or latrunculin A (0.5uM) for 40 minutes, then fixed 
in 3,7% paraformaldehyde and labeled with Phalloidin-Texas-Red X. Thrombin and 
bradykinin stimulation induced an important reorganization of the actin cytoskeleton as 
seen from the increased number and density of actin stress fibers. Cells stimulated with 
thrombin also show significant morphological changes. Treatment of cells with 
latrunculin A, an actin-depolymerisating agent, completely disorganizes the actin 
cytoskeleton. 
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depolymerization agent latrunculin A (0.5uM). This treatment disrupts the actin 
cytoskeleton network, which largely affect the cell morphology, in agreement with 
previous reports (Spector et al., 1989; Rotsch and Radmacher, 2000). 
Time monitoring of rigidity in thrombin and bradykinin stimulated endothelial cells: 
To evaluate the impact of thrombin and bradykinin stimulation on the mechanical 
properties of endothelial cells, we determined the Young's modulus from indentation 
curves recorded on the apical region of the cell. Since we presented results obtained on a 
cell population and not from a unique cell, we evaluated the averaged cell stiffness 
measured at the apical region of the cells. Figure 3a shows a schematic representation of 
the experimental procedure. Briefly, the AFM tip is positioned over the apical region of 
the cell and it is gradually lowered on,the cell membrane until the indentation of the cell 
surface. Figure 3b shows typical indentation force curves where the applied force induces 
cell membrane deformations. The level of deformation is dependent on the cell stiffness. 
In this experiment, an average of 10 indentation curves were recorded on each individual 
cell. The procedure was realized on at least five cells for each experiment. Hence, each 
plotted points in Figure 3c was recorded after the stimulation of the cells with thrombin 
(lOnM) or bradykinin (luJvI). We detected a significant increase in the cell stiffness, 
which reachs maxima within 40min after cell stimulation. Maximum stiffness were 
8.2±Q.4kPa and 7.3±0.5kPa for thrombin and bradykinin respectively, which is a 
significant increase compared to 5.0±0.1kPa obtained prior cell stimulation. In the case of 
bradykinin, no significant difference was observed in the first lOmin of stimulation, an 
Figure 3: Time monitoring of cell stiffness in thrombin and bradykinin stimulated 
endothelial cells measured by AFM: (a) Schematic representation of the experimental 
procedure. The AFM tip is positioned on the apical region of the cell and it is gradually 
lowered on the cell membrane until the indentation of the cell surface. The force applied 
induced a finite cell membrane deformation dependent on the cell stiffness (b) Typical 
indentation force curves used for Young's modulus determination, (c) Histogram showing 
the time course of cell stiffness changes following activation of HUVEC cells by 
thrombin (lOnM) and bradykinin (luM). «=4 independent experiments, (d) 
Summarization of cell stiffness values obtained at 40min after thrombin (lOnM), 
bradykinin (luM) and latrunculin A (0.5uM) pretreatments. n=A independent 
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indication of a slower mechanical response of the cell stimulated with this agonist. The 
implication of actin filaments network on the cell membrane stiffness was confirmed from 
indentation curves recorded on cells treated for 30 min with latrunculin A (0.5mM). This 
treatment induces a dramatic decrease in cell stiffness (0.4±0.01kPa) compared to the 
control (5.0±0.1kPa). These results confirm that the polymerization state of actin is a 
determinant factor in the modulation of the cell stiffness. Figure 3d summarizes the cell 
stiffness values obtained 40min after each treatment. 
Time monitoring of membrane tether force in thrombin and bradykinin stimulated-
HUVEC cells: 
To assess the interaction between the actin cytoskeleton and the cell membrane, we have 
studied the formation of membrane tethers. Figure 4a shows a schematic representation of 
the experimental procedure. Briefly, the retraction of the AFM tip from the membrane 
induces the formation of membrane tethers. The pulling forces of these membrane 
nanotubes, recorded in the retraction curves as constant-force plateau, have been proposed 
to correlate with the interaction existing between the cytoskeleton and the cell membrane 
(Hochmuth et al, 1996; Raucher and Sheetz, 1999; Sun et al, 2005). As shown in Figure 
4b, an abrupt change in the force plateau (see the asterisk) indicates the rupture or the 
detachment of a single membrane tether from the cantilever. This phenomenon occurs 
until the complete detachment of the cell membrane from the AFM cantilever. In a typical 
experiment, several membrane tethers are pulled in parallel and, through their gradual 
detachment, produce a succession of plateau steps in the force retraction profile. For 
Figure 4: Time monitoring of membrane tether force in thrombin and bradykinin 
stimulated endothelial cells measured by AFM. (a) Schematic representation of the 
experimental procedure. Following cell indentation, the AFM tip is retracted form the cell 
surface to induce formation of membrane tethers. These membrane nanorubes are 
gradually ruptured or detached from the AFM tip surface, (b) Typical retraction force 
curves characterized by the formation of multiple constant force plateaus attributed to the 
force associated with the extraction of membrane tethers (see asterisk). Each discontinuity 
in the retraction profile can be attributed to the detachment of single membrane tether, (c) 
Histogram showing the time course of cell tethers rupture forces following HUVEC cell 
activation by thrombin (lOnM) and bradykinin (luM). «=4 independent experiments, (d) 
Summarization of the cell tethers rupture forces values obtained at 70min after thrombin 
(lOnM), bradykinin (luM) and latrunculin A (0.5uM) pretreatments. n=A independent 



































HUVEC cells, the average pulling force of a single tether on unstimulated cells was 
43.9±0.9pN (Figure 4b, Omin). Time course analysis of the tether pulling force in cells 
stimulated with thrombin (lOnM) or bradykinin (luM) is summarized in the Figure 4c. 
Both agonists significantly increase the tether pulling forces in comparison to the control 
and reach a force plateau 70min after stimulation (49.5±0.8pN and 53.1±0.8pN 
respectively). Based on previous membrane tether study (Raucher and Sheetz, 1999; 
Raucher et al, 2000; Sheetz, 2001; Sun et al, 2005), these results suggest an increase in 
membrane-cytoskeleton interaction when the cells are activated with thrombin and 
bradykinin and clearly support a significant biomechanical response of the cell. The direct 
implication of the actin cytoskeleton in tethers elongation forces was determined be the 
treatment of the cells with latrunculin A. As presented in Figure 4d, depolymerization of 
actin filaments by latrunculin A resulted in a dramatic decrease in the pulling force of 
membrane tethers. . 
The capacity of the cells to undergo considerable modifications of their morphology 
somehow reflects the ability of the membrane to act as a reservoir (Raucher and Sheetz, 
1999). To estimate changes in the cell membrane reservoir, we have measured the length 
at which the last tether rupture occurs for each force curve recorded. Our results, 
presented in Figure 5, reveal that thrombin induce a slight significant augmentation of the 
membrane reservoir (3.7±0.1um) compared to control cells (3.3±0.1|im). This 
observation is consistent with the morphological changes observed following this 
treatment. Bradykinin did not change this cellular parameter. As expected by the change 
in cell morphology observed in fluorescent microscopy, a significant increase in tethers 
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Control Thrombin Bradykinin LatrunculinA 
Figure 5: Effects of thrombin, bradykinin, and latrunculin A on the mean averaged tether 
length reservoir. To estimate the capacity of the membrane reservoir, the length of the last 
tether rupture observed on the AFM force elongation curves was recorded 40 min after 
HUVEC cell activation, a time at which the effects of both agonists are maximal. *p<0.05 
and ***p<0.001 versus control (unstimulated) cells. 
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length (5.8±0.1^m) was observed following latrunculin A treatment. Again, this result 
clearly demonstrates the implication of the actin cytoskeleton in the membrane tether 
behavior and properties. 
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DISCUSSION: 
In this study, we used a custom-built AFM to monitor agonist-mediated change in real-
time in cell elasticity and membrane elongation forces. Specific regions of the cell surface 
can be studied by precisely positioning an AFM tip with the help of an optical 
microscope. AFM measurements of cell elasticity and the properties of cell membrane 
nanotubes were previously applied to many cellular processes involving cytoskeleton 
depolymerization agents and metabolic inhibitors (Raucher and Sheetz, 1999; Sun et al, 
2005; Martens and Radmacher, 2008). Some studies have also showed that agonists, such 
as aldosterone (Oberleithner, 2005; Oberleithner et al, 2006) and angiotensin II (Cuerrier 
et al, 2008) can significantly modify cell membrane properties and these changes can be 
determinant in physiological processes. In addition, this technique was also used to study 
the impact of cell mechanical properties in pathological processes such as cancer and 
leukemia (Rosenbluth et al, 2006; Li et al, 2008). In the present study, we show that the 
vasoactive agonists thrombin and bradykinin influence the ability of HUVEC cells to 
undergo membrane deformation following mechanical indentation or membrane 
nanotubes extension. The observed increase,in cell stiffness following endothelial cell 
activation (Figure 3) with thrombin (1.6-fold) and bradykinin (1.5-fold) can be related to a 
fast remodeling of the actin cytoskeleton occurring within few minutes after cell 
activation. Indeed, PAR-1 and B2 receptors are well known to activate signaling pathways 
implicated in actin cytoskeleton remodeling. Both receptors have a direct effect on 
proteins implicated in microfilaments organization and interaction with the cell membrane 
such as the branching F-actin protein filamin (Wang et al, 1996; Borbiev et al, 2001). 
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They also regulate tight junction-associated proteins, such as zona occluden-1 (ZO-1) and 
occludin (Kawkitinarong et ah, 2004; Liu et ah, 2008). Thrombin enhances actinomyosin 
interactions and both thrombin and bradykinin enhance stress fibers formation (Goeckeler 
and Wysolmerski, 1995; Coutant et ah, 1997; Ross and Joyner, 1997; Andor et ah, 2001; 
Kawkitinarong et ah, 2004; Marquez et ah, 2008). In the present study, the increase in 
stiffness correlates with an increase in actin stress fiber density observed when labeling 
the actin cytoskeleton with fluorescent phalloi'dine (Figure 2). To emphasize the 
importance of the cytoskeleton in cell stiffness, we used latrunculin A, which induces a 
complete actin cytoskeleton depolymerisation and a subsequent cell rounding (Spector et 
ah, 1989; Rotsch and Radmacher, 2000). The increase in cell stiffness observed with 
thrombin and bradykinin (Figure 3) could possibly play a role in endothelial cell 
dysfunction and vascular complications associated with hypertension and type I and II 
diabetes (Schalkwijk and Stehouwer, 2005; Mehta and Maliks 2006). Furthermore, a 
reduction in the deformability capacity of the endothelium (resulting from an increase in 
endothelial cell stiffness) is likely to alter the responses of endothelial cells to wall shear 
stress caused by blood flow and to vasoactive or permeabilizing molecules. Indeed, the 
decreased compliance of endothelial cells could enhance endothelium permeability due to 
its incapacity to thwart increase in systemic blood pressure. It should be noted that the 
increase in cell stiffness observed here correlates well with the increase in permeability of 
HUVEC cells stimulated with thrombin and bradykinin documented in several previous 
studies (Ehringer et ah, 2000; Shigematsu et ah, 2002; Nobe et ah, 2005). 
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The impact of thrombin and bradykinin can also be monitored in the force curves obtained 
in the AFM retraction mode, following the indentation of the cantilever on the cell 
surface. This process induced the formation of thin nanotubes of membrane, called tether, 
which are depleted of cytoskeleton element (Raucher et al, 2000). These well-defined 
membrane structure have been observed in various cell types and reconstituted membrane 
systems such as liposomes, red blood cells (Evans and Hochmuth, 1976b, a), neutrophils 
(Zhelev and Hochmuth, 1995), neurons (Dai et al, 1998), fibroblast (Raucher and Sheetz, 
1999, 2001), as well as epithelial (Dai and Sheetz, 1999) and endothelial cells (Girdhar 
and Shao, 2004). They play a critical role in many cellular processes such as in the 
primary adhesion rolling motion of inflammatory cells on vascular walls and in platelets 
aggregation (DeGrendele et al, 1996; Giuffre et al, 1997; Sanders et al, 1999; 
Schmidtke and Diamond, 2000). It has been shown previously that the force needed to 
extract membrane tethers can be considered as a direct indication of the interaction 
between the membrane and the actin cytoskeleton (Hochmuth et al, 1996; Raucher and 
Sheetz, 1999; Sun et al, 2005). In this context, bradykinin and thrombin are also directly 
implicated in inflammatory processes, which involve specific attachment of inflammatory 
cells and their subsequent transmigration in the inflammatory sites. To stop their 
circulation in the vascular system and to slowdown their rolling on the endothelium, 
membrane tethers are formed (Giuffre et al, 1997; Sanders et al, 1999; Schmidtke and 
Diamond, 2000; Girdhar and Shao, 2004; Ramachandran et al, 2004). In the present 
study, we show that the force necessary to extract membrane tethers from endothelial cells 
activated by thrombin or bradykinin increase; this indicates that both agonists alter the 
interaction between the cytoskeleton and the cell membrane. This significant interaction 
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between the cytoskeleton and the cell membrane was confirmed by a pretreatment of 
HUVEC cells with latrunculin A (Figure 4). As expected following this treatment, the 
membrane tether force was found to decrease. From this result, it is tempting to speculate 
that inflammatory cells could more firmly attach to the endothelium when thrombin and 
bradykinin have already activated endothelial cells. 
The constant force plateau observed in force extension curves occur as a result of the 
depletion of the membrane reservoir (Raucher and Sheetz, 1999, 2001). The physiological 
role of this membrane reservoir would be to allow morphological change, such as the 
formation of lamellopodia and filopodia. It has been shown that the membrane reservoir is 
in part modulated by the integrity of the cytoskeleton, which can be estimated by 
measuring the length of the last membrane tethers to rupture in a force retraction curve 
(Sun et al., 2005). It is conceivable that a modification of the shape and stiffness of cells, 
associated with cell contraction as occurring with the increase of the endothelium 
permeability, could modify the size of cell membrane reservoir. The change of membrane 
reservoir induced by an agonist might also be relevant in the context of GPCR-mediated 
plasma membrane endocytosis occurring via clathrin coated pits or caveolae (Frank et al., 
2003; Royle, 2006). Interestingly, we showed in Figure 5 a small significant increase in 
the length of the last tether after HUVEC activation with thrombin. Here, the 
augmentation corresponds to the amount of membrane available following the change of 
cell shape induced by thrombin and associated with the cell contraction. In contrast, 
bradykinin stimulation did not change the mean length of membrane tethers. Finally, as 
reported previously (Raucher and Sheetz, 1999), the depolymerisation of the actin 
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cytoskeleton by latrunculin A treatment induced cell rounding, which produced a large 
increase of the membrane reservoir, thus confirming the link between the membrane 
reservoir and cell morphology. 
In conclusion, our results show that AFM can be used for quantitative real-time 
monitoring of mechanical responses (e.g. cell stiffness and membrane deformation) 
induced by physiological agonists. Hence, we demonstrated that thrombin and bradykinin 
clearly induce a transient increase of cell stiffness and of interaction between the actin 
cytoskeleton and plasma membrane in HUVEC cells. This effect could be responsible 
and/ or closely associated with physiological responses (e.g. control of vascular tone and 
permeability) induced by these agonists at all levels of the vasculature. 
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DISCUSSION 
Les differentes cellules du systeme vasculaire peuvent engendrer des forces et ainsi 
contribuer activement a plusieurs processus physiologiques grace a la modification directe 
de l'etat mecanique des vaisseaux. A titre d'exemple, les cellules musculaires lisses, grace 
a leur capacite a se contracter et a changer de forme, peuvent controler le diametre des 
vaisseaux. Les cellules endotheliales ont egalement des capacites semblables et peuvent 
ainsi reguler la permeabilite vasculaire et permettre le passage accru des macromolecules 
a travers la paroi vasculaire (MEHTA, et MALIK, 2006). D'un autre cote, le milieu 
entourant les cellules vasculaires contribue lui aussi a l'equilibre mecanique des 
vaisseaux. Les forces de cisaillement dues au flot sanguin et leurs effets sur le remodelage 
de la paroi des vaisseaux sanguins en sont d'ailleurs de tres bons exemples (DAVIES, 
1995; HAHN et SCHWARTZ, 2009; LI, et ai, 2005; ORR, et al, 2006; WHITE et 
FRANGOS, 2007). 
La capacite des cellules a reagir aux changements dans leur environnement est attribuable 
a la presence de nombreux recepteurs et de mecanotransducteurs. Ainsi, l'exposition 
d'une cellule a differents stimuli biochimiques (angiotensine II, bradykinine, thrombine, 
etc.) ou mecaniques (pression sanguine, force de cisaillement du sang) mene a l'activation 
de differentes voies de signalisation intracellulaire pouvant resulter en differentes 
reponses cellulaires. Ces reponses peuvent mener a une reorganisation du cytosquelette, a 
des changements morphologiques, a 1' expression de nouvelles proteines membranaires ou 
a la liberation de nouveaux mediateurs. 
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Au cours des dernieres annees, plusieurs questions ont ete soulevees concernant le role 
joue par les cellules endotheliales dans le controle de l'equilibre de la mecanique 
vasculaire. En effet, des etudes ont montrees une diminution du diametre et de la densite 
des capillaires associes a l'hypertension (BOUDIER, 1999; HARPER, et al, 1978; LE 
NOBLE, et al, 1990; LEVY, et al, 2001; NOON, et al, 1997; VICAUT, 1999a, b). 
Considerant que la paroi des capillaires ne se compose que de cellules endotheliales, ces 
etudes suggerent ainsi une potentielle contribution de ces cellules dans le controle de la 
mecanique de ces vaisseaux. De plus, d'autres etudes ont montre que la dysfonction 
endothelial observee dans certaines pathologies serait directement responsable de 
plusieurs complications vasculaires dont la microangiopathic et le developpement de 
1'atherosclerose (CERSOSMO et DEFRONZO, 2006; GARTNER et EIGENTLER, 
2008). II est done legitime de se demander si les changements des proprietes mecaniques 
des cellules endotheliales pourraient avoir des consequences sur la physiologie vasculaire 
voire etre impliques dans certaines pathologies. 
Dans la presente these, nous avons tente de repondre a ces questions en etudiant les 
proprietes mecaniques de cellules individuelles aiin de mieux comprendre leurs 
potentielles contributions dans certains processus physiologiques et pathologiques. Pour 
ce faire, nous avons developpe et applique des nouvelles approches experimentales 
derivees des nanosciences. Ainsi, a l'aide de la microscopie a force atomique et la 
resonance des plasmons de surface (SPR), nous avons etudie directement, dans le temps, 
les changements morphologiques, la generation de forces et le module d'elasticite suivant 
l'activation des cellules par differents agonistes de GPCR. 
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1. MODIFICATIONS DES PROPRIETES MECANIQUES DES CELLULES 
SUIVANT LEUR ACTIVATION PAR DES AGONISTES DE GPCR : 
1.1 EFFETS DE L'ANGIOTENSINE II SUR LES PROPRIETES MECANIQUES DE 
LA CELLULE : 
Dans un premier temps, nous avons etudie les consequences mecaniques de l'activation 
du recepteur ATi par l'angiotensine II, un peptide fortement implique dans la regulation 
de plusieurs processus du systeme cardiovasculaire (MEHTA et GRIENDLING, 2007). 
En autres, il controle le tonus vasculaire en induisant une contraction des cellules 
musculaires lisses. II est aussi responsable de 1'augmentation de la permeabilite vasculaire 
par la reorganisation des proteines de jonction des cellules endotheliales (DOMINGUEZ-
JIMENEZ, et al, 2001; MACCONI, et al, 2000). II est bien connu que l'activation du 
recepteur ATi induit une relache calcique, une forte reorganisation du cytosquelette 
d'actine et une modification de la morphologie de la cellule par l'activation des voies de 
signalisation Gq et G12/13 (AUGER-MESSIER et al, 2005; MEHTA et GRIENDLING, 
2007). Mais qu'en est-il des proprietes mecaniques de la cellule? Pour repondre a cette 
question, nous avons etudie un modele de cellule HEK-293 exprimant de fa9on stable le 
recepteur ATi a l'aide de cantileviers d'AFM que nous avons positionne sur la partie 
apicale des cellules (Figure 13D). Par la realisation de cette etude, nous avons observe 
que l'activation du recepteur ATi par l'angiotensine II induit un changement transitoire de 
la morphologie de la cellule dans le temps (262±52nm apres 2min), un changement qui 
est attribuable a une contraction du corps cellulaire (Figure 13A). En prenant 
Figure 13 : Effets de l'angiotensine II sur la morphologie et la rigiditS des cellules 
HEK-293-ATj. 
(A et B) L'etude de l'activation du recepteur AT] par l'angiotensine II a l'aide de l'AFM 
montre un changement transitoire de la morphologie (qui est associe a une contraction de 
la cellule) et de la rigidite de la cellule dans le temps. (C) L'etude SPR d'une monocouche 
de cellules HEK-293-AT] montre un changement transitoire de Pintegrite de l'epithelium 
suivant l'activation du recepteur AT| par l'angiotensine II. Les resultats obtenus avec 
l'AFM et le SPR sont en parfaite correlation les uns avec les autres. (D) Dans une 
experience AFM, la pointe du cantilevier est mise en contact avec la partie apicale d'une 
cellule individuelle afin de mesurer les changements de hauteur associes a une activite 
mecanique contractile ou sa rigidite. (E) Dans une experience SPR, les changements 
morphologiques des cellules modifient la masse sur la surface senseur du SPR, ce qui 
affecte l'indice de refraction de la surface senseur et change la puissance du laser qui est 
reflechie et percue par le photodetecteur. 
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en consideration la constante du ressort des cantileviers d'AFM, nous avons calcule que 
ce changement morphologique correspond a une force generee par la cellule d'environ 
2.5nN. D'autre part, en mesurant le module d'elasticite de la cellule, nous avons 
determine qu'il augmente transitoirement dans le temps et ce, en parfaite correlation avec 
la reponse contractile transitoire (Figure 13B). Afin d'identifier l'origine de cette force de 
poussee et de l'augmentation du module d'elasticite, nous avons observe la reorganisation 
du cytosquelette d'actine a l'aide de la microscopie confocale. En accord avec d'autres 
etudes effectuees sur l'activite dynamique des structures d'actine (BERRO, et al, 2007; 
FINER, et al, 1995; FOOTER, et al, 2007; ISHIJIMA, et al, 1996; MARCY, et al, 
2004; POLLARD, 1986; TAKAGI, et al, 2006), nous avons observe que la redistribution 
des structures d'actine est en parfaite correlation avec le changement de la rigidite et le 
developpement de la reponse mecanique de la cellule. 
Afin de confirmer les observations obtenues avec l'AFM, nous avons utilise le SPR qui 
est une technique permettant de quantifier les changements morphologiques survenant au 
niveau d'une monocouche de cellules (Figure 13E). En correlation avec les resultats 
obtenus avec l'AFM, ceux obtenus avec le SPR montrent aussi une modification 
transitoire de l'integrite de la monocouche de cellules HEK-293-ATi suivant 1'activation 
du recepteur ATi par l'angiotensine II (Figure 13C). 
Afin de determiner 1'implication des differentes voies de signalisation intracellulaire 
responsables des changements morphologiques observes a l'aide de l'AFM et du SPR, 
nous avons utilise differents agents pharmacologiques diriges centre la RhoK (Y-27632), 
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la MLCK (ML-9) et l'activite ATPase du groupement actine-myosine (Blebbistatine). En 
accord avec la litterature (ADAMSON, et al, 2002; KIMURA, et al, 1996; KUREISHI, 
et al, 1997; UEHATA, et al, 1997), nous avons observe que la reponse mecanique et les 
changements dans l'integrite de la monocouche de cellules sont principalement induits par 
l'activation de la voie de signalisation G12/13 (RhoK) et par l'activite du groupement 
actine-myosine. 
1.2 EFFETS DE LA THROMBINE ET DE LA BRADYKININE SUR LES 
PROPRIETES MECANIOUES DE LA CELLULE ENDOTHELIALE : 
Dans le meme ordre d'idees que pour Tangiotensine II, nous avons etudie les effets de la 
thrombine et de la bradykinine sur les proprietes mecaniques des cellules endotheliales. 
Ces deux agonistes, qui sont aussi reconnus pour moduler le tonus et la permeabilite 
vasculaire (BOGATCHEVA, et al, 2002; COUGHLIN, 2000, 2005; HIRANO et 
KANAIDE, 2003; MADEDDU, et al, 2007; REGOLI et BARABE, 1980; REGOLI, et 
al, 1998; SCHMAIER, 2003), sont des facteurs importants dans la reponse 
inflammatoire, car ils augmentent l'expression de proteines d'adhesion par les cellules 
endotheliales permettant la transmigration des cellules inflammatoires vers le site 
d'inflammation (FRENETTE, et al, 1996; HATTORI, et al, 1989; MCINTYRE, et al, 
1985; SATOH, et al, 1995; SHIGEMATSU, et al, 2002; STEWART, et al, 1990; 
SUBRAMANIAM, et al, 1996; TAYEH et SCICLI, 1998). Dans le troisieme article de la 
these, nous avons etudie la maniere dont ces deux agonistes modulent A) la rigidite des 
cellules et B) l'mteraction entre le cytosquelette et la membrane cellulaire par la 
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formation d'extensions membranaires. Dans cette etude, nous avons observe que la 
thrombine et la bradykinine augmentent la rigidite des cellules endotheliales provenant de 
la veine de cordons ombilicaux humains (HUVEC). Toutefois, contrairement a 
Paugmentation rapide et transitoire de la rigidite induite par l'angiotensine II (maximum 
apres environ 2min), la thrombine et la bradykinine induisent une augmentation lente de 
la rigidite qui atteint un maximum apres 30 minutes et qui retourne a des valeurs basales 
apres plus de 2 heures. Cette difference peut etre expliquee par la contraction cellulaire 
rapide et transitoire de la cellule induite par l'angiotensine II. Cette reponse, qui est la 
consequence directe de la reorganisation transitoire de l'actine, n'est pas observee lors de 
l'activation des cellules endotheliales avec la thrombine et la bradykinine (resultats 
preliminaires obtenus par AFM et realises par Elie Simard). 
Dans cette derniere etude, nous avons aussi etudie 1'interaction existante entre la 
membrane cellulaire et le cytosquelette par la formation d'extensions membranaires. Nous 
avons observe que les forces necessaires a l'elongation de ces nanotubes de membranes 
augmentent lentement dans le temps et demeurent soutenues pour plus de 2 heures apres 
la stimulation. 
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2. IMPLICATIONS POTENTIELLES DES RESULTATS DANS LA 
PHYSIOLOGIE CELLULAIRE ET VASCULAIRE : 
Dans cette these de doctorat, nous avons etabli que les cellules endotheliales (et 
epitheliales) subissent des modifications de leurs proprietes mecaniques lorsqu'elles sont 
stimulees avec certains agonistes de GPCR. Ces changements, qui s'effectuent de 
differentes facons dans le temps, sont susceptibles d'etre impliques dans plusieurs 
processus cellulaires et pourraient affecter la reponse mecanique globale des vaisseaux 
sanguins. En effet, les resultats obtenus suggerent que les cellules endotheliales pourraient 
contribuer au controle du diametre et de la compliance des capillaires, au roulement et a 
1'adhesion des cellules inflammatoires et a la perception de stimuli mecaniques par la 
mecanotransduction (pression sanguine et forces de cisaillement du sang). 
2.1 LE CONTROLE DU DIAMETRE ET DE LA COMPLIANCE DES CAPILLAIRES 
PAR LES CELLULES ENDOTHELIALES : 
En principe, etant donne 1'absence de cellules musculaires lisses dans les capillaires 
sanguins, on devrait s'attendre a ce que la liberation d'agents vasoactifs n'induise aucun 
effet sur le diametre de ces vaisseaux. Pourtant, l'observation de certains phenomenes, 
comme la diminution du diametre de la lumiere ou de la densite des capillaires chez les 
patients hypertendus (BOUDIER, 1999; LEVY, et al, 2001; VICAUT, 1999a, b), laisse 
envisager la possibility que les cellules endotheliales soient impliquees mecaniquement 
dans la physiologie vasculaire de la microcirculation. A partir des resultats que nous 
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avons obtenus avec les cellules HEK-293-ATi, nous pouvons faire certaines suppositions 
sur 1'implication des cellules endothelials dans la modulation du diametre et de la 
compliance des capillaires sanguins. 
Tout d'abord, nous savons qu'une cellule endotheliale peut former la circonference 
complete d'un capillaire. Les petits vaisseaux sanguins qui sont ainsi formes ont un 
diametre d'environ 6 a lOum. A l'interieur de ceux-ci, les erythrocytes et les leucocytes 
doivent circuler les uns a la suite des autres, car ils ont un diametre comparable (6 a 8um) 
a celui de la lumiere des capillaires. Sachant cela, notre observation d'un changement 
morphologique de quelques centaines de nanometres de la hauteur de la cellule est 
susceptible de modifier significativement la lumiere des capillaires et obstruer le passage 
des cellules sanguines (Figure 14A). II faut ici prendre en consideration que ce 
changement morphologique que nous observons genere une force de poussee sur le 
cantilevier de 1'AFM. En tenant compte de la geometrie de la pointe du cantilevier de 
l'AFM et la force enregistree lorsque les cellules sont activees par l'angiotensine II, nous 
pouvons evaluer la pression (Pa et mmHg) developpee par la cellule. Ce resultat est 
extremement interessant, car il indique qu'une cellule unique serait capable de generer 
une pression d'environ 5kPa (38mmHg) (Figure 14B). Cette valeur de pression et tres 
revelatrice, car elle est du meme ordre de grandeur que la pression sanguine intra-
capillaire qui est normalement d'environ 2.5kPa (18mmHg) (CAMERON, et al, 1999). 
Nous pouvons done suggerer que la cellule endotheliale est capable de developper une 
force de poussee susceptible de contrer la pression sanguine intra-capillaire et done 
Figure 14 : Controle du diametre des capillaires par les cellules endotheliales. 
(A) Un changement morphologique de quelques centaines de nanometres de la hauteur de 
la cellule (associe a la contraction de la cellule) est susceptible de modifier 
significativement la lumiere des capillaires et obstruer le passage des cellules sanguines. 
(B) Considerant la geometrie de la pointe du cantilevier de l'AFM et la force enregistree 
lorsque les cellules sont activees par l'angiotensine II, nous pouvons evaluer que la cellule 
est capable de generer une pression d'environ 5kPa (38mmHg). Cette valeur de pression 
est du meme ordre de grandeur que la pression sanguine intra-capillaire qui est d'environ 
2.5kPa (18mmHg). Ces resultats indiquent que les cellules endotheliales sont susceptibles 
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d'affecter le flot sanguin (Figure 14B). Nous pouvons aussi noter que la force de poussee 
de la cellule que nous observons (2.5nN) est comparable a celle qui a ete mesuree par 
d'autres equipes avec des cardiomyocytes (7.0nN) (DOMKE, et al, 1999). Cette 
similitude indique que les cellules endotheliales seraient susceptibles de modifier le 
diametre de la lumiere du capillaire a la facon d'une petite vasoconstriction. 
Par la suite, nous avons aussi observe 1'augmentation de la rigidite des cellules 
endotheliales lorsqu'elles sont activees avec l'angiotensine II, la thrombine ou la 
bradykinine. Ce changement de la resistance a la deformation des cellules endotheliales 
est aussi tres important au niveau du passage des cellules sanguines dans la 
microcirculation. En effet, en raison de l'etroitesse de la lumiere des capillaires, les 
cellules du sang sont constamment en contact avec les cellules endotheliales, ce qui 
provoque plusieurs contraintes physiques qui menent a la deformation des cellules 
(erythrocytes et cellules endotheliales). En considerant l'augmentation de la rigidite 
observee, les cellules endotheliales pourraient etre plus difficilement deformables et ainsi 
affecter le passage des cellules sanguines. De plus, l'augmentation de la rigidite des 
cellules endotheliales pourrait aussi affecter la permeabilite vasculaire (Figure 15). En 
effet, l'integrite de l'endothelium est maintenue grace a l'equilibre existant entre les 
forces de contraction et les forces d'adhesion entre les cellules endotheliales (Figure 
15B). L'augmentation de la rigidite que nous observons est susceptible d'influencer la 
capacite de l'endothelium a suivre les changements de diametre des vaisseaux sanguins 
(Figure 15C). II pourrait ainsi exister un desequilibre dans les interactions entre les 
Figure 15 : L'augmentation de la rigidite des cellules endotheliales et la permSabilite 
vasculaire. 
(A et B) L'integrite de l'endothelium est maintenue grace a l'equilibre existant entre les 
forces de contraction et les forces d'adhesion entre les cellules endotheliales. (C) Une 
augmentation de la rigidite des cellules endotheliales est susceptible d'influencer la 
capacite de l'endothelium a repondre a des changements de diametre des vaisseaux 
sanguins. Cette situation aurait pour consequence la generation d'un environnement 
propice a la formation d'espaces paracellulaires et a l'augmentation du passage des 













cellules endotheliales, ce qui pourrait affecter l'integrite de l'endothelium. Cette situation 
aurait pour consequence la generation d'un environnement propice a la formation 
d'espaces paracellulaires et a 1'augmentation du passage des macromolecules du sang au 
travers de l'endothelium. 
2.2 LE ROULEMENT ET L'ADHESION PES CELLULES INFLAMMATORIES SUR 
L'ENDOTHELIUM VASCULAIRE : 
L'existence d'une interaction entre l'endothelium et les leucocytes qui circulent dans les 
vaisseaux sanguins est un phenomene bien connu qui a ete observe pour la premiere fois 
en 1839 (WAGNER, 1839). Lorsque les cellules endotheliales sont activees par des 
facteurs inflammatoires, elles expriment plusieurs proteines d'adhesion qui permettent 
l'attachement et 1'arret du roulement des leucocytes a la surface de l'endothelium. Ce 
processus complexe s'effectue grace a la formation d'extensions membranaires 
(membrane tethers) entre les leucocytes et les cellules endotheliales (GIRDHAR et 
SHAO, 2004, 2007; GIUFFRE, et al, 1997; SANDERS, et al, 1999). Nos etudes 
permettent d'elargir la comprehension des roles joues par ces structures membranaires 
dans le processus d'arret du roulement des cellules sur l'endothelium. En effet, nous 
pouvons emettre l'hypothese que les cellules endotheliales activees par la thrombine et la 
bradykinine pourraient etre en mesure de retenir plus fortement les leucocytes sur 
l'endothelium par l'augmentation des forces necessaires a 1'etirement des extensions 
membranaires (Figure 16), un changement qui pourrait consolider l'attachement des 
leucocytes sur l'endothelium. Ainsi, les leucocytes pourraient s'adherer fermement a 
Figure 16 : Le roulement et l'adhesion des cellules inflammatoires sur I'endothelium 
vasculaire. 
Les cellules endothelials qui ont ete activees par la thrombine et la bradykinine sont 
susceptibles de retenir plus fortement les leucocytes sur I'endothelium par 1'augmentation 
des forces necessaires a retirement des extensions membranaires (membrane tethers). Ce 
changement pourrait etre responsable d'une reduction du temps de roulement des 




1' endothelium dans des regions precises du systeme vasculaire et focaliser la 
transmigration de ces cellules inflammatories directement aux sites d'inflammation. 
2.3 LA CELLULE ENDOTHELIALE ET LA MECANOTRANSDUCTION : 
Nous savons que les cellules endotheliales sont capables de percevoir des changements 
mecaniques et de les traduire en signaux biochimiques, un phenomene appele 
mecanotransduction (DAVIES, 1995; HAHN et SCHWARTZ, 2009; LI, et al, 2005; 
ORR, et al, 2006; WHITE et FRANGOS, 2007). Les principaux elements que les cellules 
endotheliales peuvent percevoir sont les forces de cisaillement du sang et les changements 
de la pression sanguine. Cette perception de stimuli mecaniques par les cellules 
endotheliales a pour fonction d'integrer 1'information coricernant les forces 
hemodynamiques. Ainsi, ces cellules peuvent reguler en consequence leur morphologie et 
controler la pression vasculaire. Cette perception mecanique est tres importante pour la 
morphogenese embryonnaire des vaisseaux, dans le maintien de la vasculature et le 
controle de la physiologie vasculaire chez l'adulte. Les cellules endotheliales ainsi 
activees produisent ou expriment plusieurs molecules de regulation comme le NO 
(HARRISON, et al, 2006), les ROS (LEHOUX, 2006), des molecules d'adhesion 
cellulaire (GIMBRONE, et al, 1997) et des molecules de la matrice extracellulaire 
(THOUMINE, et al, 1995). Elles peuvent aussi reorganiser leur cytosquelette afin de 
modifier leur morphologie et adopter une forme allongee consistante avec la direction du 
flux sanguin (DEWEY, et al, 1981; GALBRAITH, et al, 1998; HELMKE et DAVIES, 
2002). 
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Dans nos etudes, nous demontrons que les cellules endotheliales augmentent leur rigidite 
de facon transitoire lorsqu'elles sont activees par differents agonistes. Concretement, ce 
resultat implique qu'il faut appliquer une force beaucoup plus grande sur les cellules afin 
de les deformer. En effet, en calculant la moyenne des valeurs que nous avons obtenues 
dans nos differentes etudes, nous observons une rigidite cellulaire basale d'environ 3kPa. 
Ce resultat est fort interessant, car il est du meme ordre de grandeur que la pression 
qu'exerce le sang sur les cellules endotheliales dans les capillaires sanguins (environ 
2.5kPa) (CAMERON, et al., 1999). En revanche, l'observation d'une augmentation de la 
rigidite cellulaire, qui atteint une valeur moyenne de 5.5kPa, pourrait rendre les cellules 
endotheliales moins sensibles aux differents stimuli mecaniques induits par le sang 
(Figure 17). Cette augmentation de la rigidite cellulaire pourrait avoir un effet important 
sur la mecanotransduction des cellules endotheliales et ainsi affecter leur reponse a une 
augmentation de la pression sanguine et a des changements dans les forces de cisaillement 
du sang. Par consequent, la relache de facteurs vasoactifs par les cellules endotheliales 
pourrait en etre affectee. 
Figure 17 : La cellule endotheiiale et la mdcanotransduction. 
L'augmentation de la rigidite des cellules par Tangiotensine II, la thrombine et la 
bradykinine pourrait rendre les cellules endotheliales moins sensibles aux differents 
stimuli m^caniques causes par le flot sanguin. Ces observations nous amenent a suggerer 
qu'il faille appliquer une force superieure aux cellules afin de generer une deformation 
susceptible d'induire une reponse cellulaire. Un tel changement pourrait avoir des effets 






































































































Dans la presente these, nous avons mis en evidence que les cellules endotheliales 
subissent plusieurs modifications de leurs proprietes mecaniques lorsqu'elles sont activees 
par certains agonistes. Ces resultats, dont certains n'avaient jamais ete observes ou 
mesures quantitativement auparavant, viennent supporter l'hypothese d'une implication 
mecanique des cellules endotheliales dans la physiologie vasculaire. 
Tout d'abord, nous avons constate que 1'activation du recepteur AT] avec l'angiotensine 
II provoque un changement transitoire et rapide de la morphologie de la cellule. Cette 
observation, qui peut se comparer a une contraction cellulaire, signifie que la cellule est 
capable de generer une pression d'environ 5kPa. Par consequent, cela suggere que la 
cellule pourrait contrer la pression intra-capillaire et affecter le passage du sang dans la 
microcirculation. D'autre part, nous avons aussi constate que les cellules se rigidifient 
lorsqu'elles sont activees avec de l'angiotensine II, de la thrombine ou de la bradykinine. 
Ces observations, qui se traduisent par une diminution de la deformabilite de la cellule 
endotheliale, suggerent une diminution de la compliance des capillaires. Ce resultat 
suggere aussi une diminution de la capacite de la cellule a percevoir des stimuli 
mecaniques comme la pression sanguine et les forces de cisaillement du sang. En dernier 
lieu, nous avons constate qu'en plus d'activer l'expression de nombreuses proteines 
d'adhesion, la thrombine et la bradykinine augmentent les forces pour etirer des 
extensions membranaires. Ce resultat suggere un nouveau r61e a la thrombine et a la 
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bradykinine qui consiste a favoriser un arret rapide du roulement des cellules 
infjammatoires en les retenant plus fortement sur 1'endothelium. 
D'un cote technique, nous avons demontre l'utilite de la microscopie a force atomique 
pour mesurer quantitativement des changements morphologiques ainsi que les proprietes 
mecaniques de cellules individuelles. Nous avons entre autres developpe un nouveau 
mode d'enregistrement de l'AFM qui permet de determiner et de quantifier en temps reel 
des reponses cellulaires se traduisant par des changements de l'activite mecanique de la 
cellule. Cette nouvelle approche de l'AFM permet, a la facon d'un bain a organe isole, 
d'etudier l'impact de differents agonistes ou agents pharmacologiques sur la reponse 
contractile de cellules individuelles. De plus, cette approche permet d'etudier 
mecaniquement la cellule de facon non invasive, sans l'utilisation de marqueur et permet 
l'obtention de resultats ayant une forte resolution spatiale (nm) et temporelle (ms). En 
resume, l'AFM permet l'observation d'evenements cellulaires qui ne peuvent etre 
detectes par des techniques de microscopie standard. 
Nous avons aussi demontre que le SPR, en plus d'etre une technique permettant de faire 
de la chimie de surface, est extremement efficace pour etudier l'activite et 1'integrite 
d'une monocouche de cellules. Cette approche experimentale permet d'etudier facilement 
et sans marqueur les differentes voies de signalisation qui sont impliquees dans le controle 
de 1'integrite d'une monocouche de cellules epitheliales ou endotheliales. Le SPR est une 
technique ayant un tres fort potentiel pour une application directe dans la recherche de 
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nouvelles molecules ou cibles pharmacologiques grace a sa flexibilite, rapidite et 
simplicity. 
En somme, nos resultats presentent la cellule endothelial comme un element important 
de la mecanique vasculaire. En effet, ces cellules peuvent participer activement par la 
generation de forces ou la modification de leurs proprietes mecaniques. Nous ne sommes 
toutefois qu'au debut de cette investigation et plusieurs autres etudes devront etre 
realisees afin de bien comprendre la vraie signification de'nos resultats. Dans l'avenir, 
l'utilisation des nanotechnologies en biologie jouera un role primordial dans la 
comprehension des implications mecaniques de la cellule dans la physiologie. De plus, 
l'utilisation de la nanopharmacologie permettra plusieurs avancees majeures qui 




A la suite des resultats qui ont ete presentes dans cette these, plusieurs etudes devront etre 
realisees afin de confirmer et de mieux comprendre les roles joues par les cellules 
endotheliales dans la mecanique des vaisseaux sanguins. Premierement, de nouvelles 
experiences devront etre realisees avec des modeles de cellules endotheliales provenant de 
differentes origines (capillaire, veinule, arteriole) afin de confirmer les hypotheses tirees a 
partir des resultats obtenus avec les cellules HEK-293-ATi. Ces experiences devront etre 
realisees dans un environnement controle avec preferentiellement des cellules 
endotheliales qui proviennent de capillaires. Ainsi, il sera possible de determiner 
precisement si les cellules endotheliales peuvent influencer la circulation sanguine dans 
les capillaires par la generation d'une force de contraction. De plus, en utilisant une 
variete d'agonistes ayant des actions vasculaires, nous pourrons evaluer si les proprietes 
mecaniques des capillaires varient en magnitude et dans le temps selon l'agoniste utilise. 
• 
Deuxiemement, nous savons que la mecanotransduction des cellules endotheliales est 
possible grace a plusieurs elements cellulaires dont des canaux ioniques et des integrines 
(DAVIES, 1995; HAHN et SCHWARTZ, 2009; LI, et al, 2005; ORR, et al, 2006; 
WHITE et FRANGOS, 2007). Toutefois, les mecanismes par lesquels ceux-ci permettent 
de percevoir des forces restent toujours incompris. Nous pourrions etudier leur 
implication dans la mecanotransduction des cellules endotheliales en combinant l'AFM 
avec des techniques de microscopie, pour etudier la reponse cellulaire suite a un 
traitement pharmacologique ou a une modification genetique ciblant ces memes elements 
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cellulaires. En effet, comme Font realise Charras et Horton (2002) avec des osteoblastes 
(CHARRAS et HORTON, 2002), nous pourrions utiliser la pointe de l'AFM comme un 
micromanipulateur afin de generer des forces determinees sur les cellules endotheliales. 
Nous pourrions ainsi, par 1'observation d'une relache calcique ou la phosphorylation de 
certaines proteines, determiner les mecanismes par lesquels les cellules endotheliales 
percoivent les stimuli mecaniques comme les forces de cisaillement du sang. 
Troisiemement, nous savons deja que l'hyperglycemie observee dans le diabete est 
responsable d'une augmentation de la rigidite des vaisseaux sanguins (COOPER, et al, 
2001; GOH et COOPER, 2008). En sachant que ce phenomene est la consequence de 
1'effet de nombreux facteurs biochimiques et mecaniques qui convergent vers 
1'endothelium (GOLDIN, et al, 2006; HARTGE, et al, 2007; VLASSARA et PALACE, 
2002), est-il possible que l'hyperglycemie affecte aussi la rigidite des cellules 
endotheliales? Les etudes preliminaires montrent que l'exposition des cellules 
endotheliales (EA.hy926) a des conditions d'hyperglycemie augmente la rigidite des 
cellules et ce, de facon dependante de la concentration de glucose present dans le milieu 
de culture (Figure 18). II serait interessant d'exploiter les differentes possibilites de 
mesure qu'offre l'AFM et le SPR afin d'etudier plus profondement ce phenomene. Par 
exemple, nous pourrions utiliser le SPR afin d'etudier la cinetique de l'integrite d'un 
endothelium qui a ete expose a des fortes concentrations de glucose. Nous pourrions ainsi 
determiner si la reactivite de 1'endothelium a differents agonistes vasoactifs est aussi 
affectee par des conditions d'hyperglycemie. II serait egalement interessant d'evaluer 
1'impact de certains composes ayant un potentiel pour traiter le diabete comme les 
Figure 18: Effets des conditions hyperglyc6miques sur la rigidite des cellules 
endotheliales. 
(A) Courbes d'indentation de la pointe du cantilevier d'AFM sur la surface des cellules 
endotheliales immortalisees (EA.hy 926) exposees a differentes concentrations de 
glucose. Les forces qui doivent etre appliqu&s sur la cellule pour la deformer varient 
selon la concentration de glucose presente dans le milieu cellulaire (5mM, 40mM ou 
80mM). Comme controle positif et pour evaluer une augmentation maximale de la rigidite 
des cellules, nous avons pretraite les cellules avec 4 % glutaraldehyde, un agent de 
reticulation (HUTTER, et ah, 2005). (B) A l'aide des courbes d'indentation presentees en 
(A), nous pouvons calculer le module d'elasticite des cellules en fonction de la glycemie. 
L'elevation de la concentration de glucose dans le milieu cellulaire augmente 
significativement la rigidite cellulaire de 1055±31Pa (5mM, n=125 cellules) a 1423±44Pa 
(40mM, n=117 cellules) et 1572±58Pa (80mM, «=114 cellules). Dans les cellules 
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briseurs de reticulations (ex: PTB, ALT711) ou les inhibiteurs de la formation des 
produits de glycation avancee (ex : aminoguanidine) (GOH et COOPER, 2008). 
Finalement, a l'aide de differents inhibiteurs et agents pharmacologiques, nous pourrions 
utiliser l'AFM et le SPR afin d'etudier plus precisement les differentes voies de 
signalisation intracellulaire impliquees dans une grande variete de systemes ligand-
recepteur. De plus, les techniques developpees dans le cadre de cette these pourraient 
fournir des alternatives interessantes pour tester des molecules ayant des potentiels 
pharmacologiques ou toxiques. 
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